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2-DE: Electroforesis bidimensional (Two-Dimensional 
Electrophoresis) 
9-HPODE: Ácido (9S, 10E, 12Z) -9-hidroperoxi-10,12-
octadecadienoico ((9S,10E,12Z)-9-hydroperoxy-10,12-
octadecadienoic acid) 
AAC: Translocasa ADP, ATP (ADP, ATP Carrier protein) 
ABA: Ácido abscísico (Abscisic Acid) 
AOS3: Óxido de aleno sintasa 3 (Allene Oxide Synthase 3) 
API: Inhibidor de aspartato proteasa (Aspartic Protease Inihibitor) 
CAT: Catalasa (Catalase) 
CI: Intervalo de confianza (Confidence Interval) 
CIPC: Clorpropham (Chlorpropham) 
CV: Coeficiente de variación (Coefficient of Variation) 
D: Distancia proteómica (Proteomic Distance) 
DTT: Ditiotreitol (Dithiothreitol) 
EAA: Aminoácidos esenciales (Essential Amino Acid) 
EAAI: Índice de aminoácidos esenciales (Essential Amino Acid 
Index) 
ESI: Ionización por electroespray (Electrospray Ionization) 
EST: Marcador de secuencia expresada (Expressed Sequence Tag) 
FDR: Tasa de falsos positivos (False Discovery Rate) 
FRK: Fructoquinasa (Fructokinase) 
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GA: Ácido giberélico (Gibberellic Acid) 
HF-P: Fluorhídrico piridina (Hydrogen Fluoride-Pyridine) 
HPLC: Cromatografía líquida de alto rendimiento (High-
Performance Liquid Chromatography) 
IEF: Isoelectroenfoque (Isoelectrofocusing) 
IMAC: Cromatografía de afinidad por metales inmovilizados 
(Immobilized Metal Affinity Chromatography) 
IPG: Gradiente de pH inmovilizado (Immobilized pH Gradient) 
LAH: Lípido acil hidrolasa (Lipid Acyl Hydrolase) 
LC-MS/MS: Espectrometría de masas acoplada a cromatografía 
líquida (Liquid Chromatography – Mass Spectrometry) 
LOX: Lipoxigenasa (Lypoxygenase) 
MALDI: Desorción / Ionización láser asistida por matriz (Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization) 
MAS: Selección asistida por marcador (Marker-Assisted Selection) 
Mr: Masa molecular relativa (Relative molecular mass) 
MS: Espectrometría de masas (Mass Spectrometry) 
NEEA: Aminoácidos no esenciales (Nonessential Amino Acids) 
PCA: Análisis de componentes principales (Principal Component 
Analysis) 
PDCAAS: La puntuación de los aminoácidos corregida por la 
digestibilidad de la proteína (Protein Digestibility-Corrected Amino 
Acid Score) 
pI: Punto isoeléctrico (Isoelectric Point) 
  
v 
PR: Ratio de fosforilación (Phosphorylation Rate) 
PTM: Modificación postraduccional (Post-Translational 
Modification) 
PUFAS: Ácidos grasos poliinsaturados (Polyunsaturated Fatty Acids) 
QTL: Loci de caracteres cuantitativos (Quantitative Trait Loci) 
RC: Cambio Relativo (Relative Change) 
ROS: Especies reactivas de oxígeno (Reactive Oxygen Species) 
SDS-PAGE: Electroforesis en gel de dodecil sulfato de sodio-
poliacrilamida (Sulphate Dodecyl Sodium- Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis) 
SE: Error estándar (Standard Error) 
SNP: Polimorfismo en nucleótido individual (Single Nucleotide 
Polymorphism) 
SPI: Inhibidor de serina proteasa (Serine Protease Inihibitor) 
SSP: Proteína de almacenamiento de semilla (Seed Storage Protein) 
TCTP: Homólogo de la proteína tumoral controlada 
traduccionalmente (Translationally-Controlled Tumor Protein 
homolog) 
TOF: Tiempo de vuelo (Time of Fly) 
UPGMA: Método de agrupación por pares con promedio aritmético 
no ponderado (Unweighted Pair-Group Method With Arithmetic 
Mean) 

































La patata (Solanum tuberosum L.) es uno de los cultivos más 
importantes para la alimentación humana que proporciona rendimientos 
muy superiores al resto de los cultivos de mayor producción. La 
cantidad de proteína en el tubérculo de patata es relativamente escasa 
en comparación con la de otros cultivos, pero de muy alta calidad 
nutricional, comparable a la de la proteína modelo del huevo. Dentro de 
su proteoma, las proteínas de reserva desempeñan un papel clave tanto 
en la reproducción y desarrollo de la planta como en la calidad 
nutricional de la proteína total del tubérculo de patata. La principal 
proteína de reserva es la patatina ya que representa casi la mitad de la 
proteína soluble total. Los estudios proteómicos previos en patata se 
han centrado principalmente en el análisis de las proteínas de reserva 
durante el desarrollo y brotación del tubérculo. Sin embargo, los 
trabajos orientados al estudio del proteoma global de la patata son 
todavía muy escasos en la actualidad. Este trabajo tiene por objetivos 
principales la evaluación bibliográfica de los avances en el 
conocimiento de la biología de las proteínas de reserva de semilla seca 
y vegetativa logrados mediante la aplicación de la electroforesis 
bidimensional (2-DE) acoplada a la espectrometría de masas (MS) y su 
repercusión en la mejora de los cultivos; el estudio de los perfiles 
electroforéticos bidimensionales de las múltiples isoformas de patatina 
como posibles marcadores de las variedades de patata y de parámetros 
de calidad; y el análisis de los cambios del proteoma global asociados 
con la longitud de la duración de la dormancia del tubérculo basado en 
las tecnologías proteómicas 2-DE y LC-Triple-TOF/MS. Los resultados 
del estudio de revisión revelaron que la 2-DE ha desempeñado un papel 
clave en los avances producidos en el conocimiento de la biología de 
las proteínas de reserva y diversas áreas de aplicación, tales como, la 
caracterización molecular de sus múltiples isoformas y modificaciones 
postraduccionales, el papel diferencial de las isoformas durante el 
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desarrollo y germinación de las semillas y sus efectos en la calidad 
proteica y longevidad de la semillas. Por otra parte, el análisis de la 
diversidad de las isoformas de patatina en un total de 15 varidades 
comerciales de patata mediante la 2-DE, mostró que los perfiles 
bidimensionales de la patatina son únicos para cada una de las 
variedades estudiadas y que las distancias proteómicas entre variedades 
guardan relación estadísticamente significativa con las diferencias en 
parámetros de calidad del tubérculo como el contenido en materia seca, 
ceniza y aminoácidos esenciales. Estos hallazgos sugieren que la 
diversidad de las isoformas de patatina puede ser un marcador útil en la 
autentificación y trazabilidad de las variedades de patata, así como en 
la selección de variedades para los programas de mejora genética del 
cultivo. Finalmente, el análisis de los perfiles del proteoma global en 
tubérculos endodormantes de patata de tres variedades con diferente 
longitud del periodo de dormancia (corta, media y media-larga) mostró 
cambios estadísticamente significativos en la abundancia de proteínas 
entre cultivares. Se identificaron un total de 8 proteínas no redundantes 
(11 proteínas/isoformas) diferencialmente representadas entre 
cultivares con funciones diversas, generalmente relacionadas con el 
desarrollo y la brotación del tubérculo. Por tanto, estas proteínas 
identificadas podrían ser proteínas candidatas implicadas en las 
variaciones en el periodo de la longitud de la dormancia. Este estudio 
inicia el camino de la búsqueda del subproteoma total implicado en las 
variaciones de la longitud de la dormancia que contribuirá 
indudablemente a dilucidar las claves biológicas de un carácter de gran 
importancia en la industria de la patata.  
 
Palabras Clave: Solanum tuberosum; proteoma de patata; proteínas de 
reserva; patatina; semilla seca y vegetativa; caracteres de calidad del 
tubérculo; longitud de la dormancia; electroforesis bidimensional; 






The potato (Solanum tuberosum L.) is one of the most important 
crops for human consumption that provides much higher yields than the 
rest of the crops with the highest production. The amount of protein in 
the potato tuber is relatively low compared to that of other crops, but of 
very high nutritional quality, comparable to that of the egg model 
protein. Within its proteome, storage proteins play a key role both in 
the reproduction and development of the plant and in the nutritional 
quality of the total protein of the potato tuber. The main storage protein 
is patatin since it represents almost half of the total soluble protein. 
Previous potato proteomic studies have mainly focused on the analysis 
of storage proteins during tuber development and sprouting. However, 
studies oriented to the global potato proteome are still very few at 
present. The main objectives of this work are the bibliographic 
evaluation of the advances in the biology of the dry and vegetative seed 
storage proteins achieved through the application of two-dimensional 
(2-DE) electrophoresis coupled to mass spectrometry (MS) and its 
impact on crop improvement; the study of the two-dimensional 
electrophoretic profiles of the multiple isoforms of patatin as possible 
markers of potato varieties and quality traits; and analysis of global 
proteome changes associated with tuber dormancy length based on 2-
DE and LC-Triple-TOF / MS proteomic technologies. The results of the 
review study revealed that 2-DE has played a key role in the advances 
produced in the knowledge of the biology of storage proteins and 
various areas of application, such as the molecular characterization of 
its multiple isoforms and post-translational modifications, the 
differential role of isoforms during seed development and germination 
and its effects on protein quality and longevity of seeds. On the other 
hand, the analysis of the diversity of the isoforms of patatin in a total of 
15 commercial varieties of potato by 2-DE, showed that the two-
dimensional profiles of patatin are unique for each of the varieties 
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studied and the proteomic distances between varieties have a 
statistically significant relationship with the differences in tuber quality 
traits such as the content of dry matter, ash and essential amino acids. 
These findings suggest that the diversity of the patatin isoforms may be 
a useful marker in the authentication and traceability of potato varieties, 
as well as in the selection of varieties for crop breeding programs. 
Finally, the analysis of global proteome profiles in endodormancy 
potato tubers of three varieties with different dormancy period length 
(short, medium and medium-long) showed statistically significant 
changes in protein abundance among cultivars. A total of 8 non-
redundant proteins (11 proteins / isoforms) were identified 
differentially represented among cultivars with diverse functions, 
generally related to tuber development and sprouting. Therefore, these 
identified proteins could be candidate proteins involved in variations in 
dormancy length period. This study begins the search for the total 
subproteome involved in the variations in dormancy length, which will 
undoubtedly contribute to elucidate the biological keys of a character 
of great importance in the potato industry. 
 
Key Words: Solanum tuberosum; potato proteome; storage proteins; 
patatin; dry and vegetative seed; tuber quality traits; dormancy length; 






A pataca (Solanum tuberosum L.) é un dos cultivos máis 
importantes para o consumo humano que proporciona rendementos 
moito máis altos co resto de cultivos con maior produción. A cantidade 
de proteínas no tubérculo da pataca é relativamente baixa en 
comparación coa doutros cultivos, pero de alta calidade nutritiva, 
comparable á da proteína modelo de ovo. Dentro do seu proteoma, as 
proteínas de reserva xogan un papel clave tanto na reprodución e 
desenvolvemento da planta como na calidade nutricional da proteína 
total do tubérculo da pataca. A principal proteína de reserva é a patatina, 
xa que representa case a metade da proteína soluble total. Estudos 
anteriores sobre proteómica da pataca centráronse principalmente na 
análise de proteínas de reserva durante o desenvolvemento do tubérculo 
e o brote. Non obstante, os estudos orientados ao proteoma global da 
pataca aínda son moi poucos na actualidade. Os principais obxectivos 
deste traballo son a avaliación bibliográfica dos avances na bioloxía das 
proteínas de reserva de sementes secas e vexetativas acadadas mediante 
a aplicación de electroforese bidimensional (2-DE) acoplada á 
espectrometría de masas (MS) e o seu impacto na mellora dos cultivos; 
o estudo dos perfís electroforéticos bidimensionais das múltiples 
isoformas de patatina como posibles marcadores de variedades de 
pataca e de parámetros de calidade; e análise dos cambios globais do 
proteoma asociados coa duración da dormancia do tubérculo baseada 
en tecnoloxías proteómicas 2-DE e LC-Triple-TOF / MS. Os resultados 
do estudo de revisión revelaron que a 2-DE xogou un papel clave nos 
avances producidos no coñecemento da bioloxía das proteínas de 
reserva e varias áreas de aplicación, como a caracterización molecular 
das súas múltiples isoformas e modificacións post-traduccionais, o 
papel diferencial das isoformas durante o desenvolvemento e 
xerminación das sementes e os seus efectos sobre a calidade das 
DANIEL MOUZO CALZADILLA 
xiv 
proteínas e a lonxevidade das sementes. Por outra banda, a análise da 
diversidade das isoformas da patatina nun total de 15 variedades 
comerciais de pataca mediante 2-DE, mostrou que os perfís 
bidimensionais da patatina son únicos para cada unha das variedades 
estudadas e que as distancias proteómicas entre variedades teñen unha 
relación estatisticamente significativa coas diferenzas nos parámetros 
de calidade do tubérculo, como o contido en materia seca, cinzas e 
aminoácidos esenciais. Estes resultados suxiren que a diversidade das 
isoformas de patatina pode ser un marcador útil na autenticación e 
trazabilidade das variedades de pataca, así como na selección de 
variedades para os programas de mellora xenética do cultivo. 
Finalmente, a análise dos perfís globais do proteoma en tubérculos 
endodormantes de pataca de tres variedades con diferentes duracións do 
período de dormancia (curto, medio e medio-longo) mostrou cambios 
estatísticamente significativos na abundancia de proteínas entre 
cultivares. Identificáronse un total de 8 proteínas non redundantes (11 
proteínas / isoformas) diferencialmente representadas entre os 
cultivares con funcións diversas, xeralmente relacionados co 
desenvolvemento e o brote do tubérculo. Polo tanto, estas proteínas 
identificadas poderían ser proteínas candidatas implicadas en 
variacións no período de duración da dormancia. Este estudo comeza a 
busca do subproteoma total implicado nas variacións da duración da 
dormancia, o que sen dúbida contribuirá a dilucidar as claves biolóxicas 
dun carácter de gran importancia na industria da pataca. 
 
 
Pablabras chave: Solanum tuberosum; proteoma de pataca; proteínas 
de reserva; patatina; semente seca e vexetativa; caracteres de calidade 
do tubérculo; duración da dormancia; electroforese bidimensional; 
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1  INTRODUCCIÓN 
1.1 ORIGEN Y DOMESTICACIÓN DEL CULTIVO  
La patata (Solanum tuberosum L.) es un cultivo originario de 
Sudamérica utilizado para la alimentación humana desde el año 8000 a. 
C. y cuya domesticación data de la época precolombina (Camire et al., 
2009). Esta planta herbácea pertenece a la familia Solanaceae junto a 
otras 3.000 – 4.000 especies, entre las que se encuentra el tomate (S. 
lycopersicum L.) o la berenjena (S. melongena L.) (Machida-Hirano, 
2015). Las diferentes especies del cultivo de la patata han sido 
clasificadas por el ICBN (International Code of Botanical 
Nomenclature) y el ICNCP (International Code of Nomenclature of 
Cultivated Plants). Sin embargo, existe gran controversia a la hora de 
clasificar las diferentes especies, subespecies y variedades del cultivo 
(Huaman and Spooner, 2002). Aún no se ha podido desvelar de manera 
concluyente el origen evolutivo concreto, impidiendo el consenso a la 
hora de determinar el número de especies y variedades (Navarre and 
Pavek, 2014; Spooner et al., 2014). Actualmente se estima que el 
cultivo de la patata abarca más de 4.000 variedades nativas. En el CIP 
(International Potato Center) se recoge la mayor colección de 
variedades: más de 7.000 variedades entre nativas, silvestres y 
mejoradas (CIP, 2020).  
1.2 PRODUCCIÓN Y RENDIMIENTO DEL CULTIVO 
La planta de la patata puede crecer en una gran variedad de 
ambientes, y producirse en la gran mayoría de los continentes debido a 
su gran diversidad (Navarre and Pavek, 2014). Los datos sobre 
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producción y rendimiento del cultivo aparecen englobados en la base 
de datos FAOSTAT (2019). En el año 2017, la producción global de 
tubérculo de patata fue aproximadamente de 388,2 millones de 
toneladas. Es por tanto el cuarto cultivo más importante para la 
alimentación humana, por detrás del maíz (Zea mays L.), el trigo 
(Triticum aestivum L.) y el arroz (Oryza sativa L.) (Figura 1). Sin 
embargo, cabe destacar que la superficie utilizada para alcanzar esta 
producción apenas llega a 19 millones de hectáreas. Una superficie muy 
por debajo de las 197, 218 y 167 millones de hectáreas que ocupan los 
cultivos del maíz, trigo y arroz, respectivamente. Esto deja constancia 
de la gran eficiencia que alcanza el cultivo de la patata, con un 





Figura 1. Valores históricos desde 1970 hasta 2017 de la producción global en 
toneladas de los cuatro cultivos más importantes para la alimentación de la 





Figura 2. Valores históricos desde 1970 hasta 2017 del rendimiento por hectárea 
cultivada de los cuatro cultivos más importantes para la alimentación de la 
población humana (FAOSTAT, 2019). 
 
 
La producción global de tubérculos de patata no tiene como único 
destino la industria alimentaria para el consumo humano. Parte de la 
producción total es utilizada por la industria de la alimentación animal, 
industria del almidón o la producción de alcoholes. Además, en estas 
industrias se generan diferentes subproductos, como es el caso de la piel 
y de la pulpa en la industria alimentaria y almidonera, respectivamente. 
Estos materiales sobrantes son aprovechados para nuevos propósitos 
(Bauw et al., 2006; Yu et al., 2012; Ncobela et al., 2017). Entre ellos, 
cabe destacar: la alimentación animal, la extracción de antioxidantes o 
la extracción de componentes bioactivos contra el parásito 
Trichomonas vaginalis (Franco et al., 2016; Ncobela et al., 2017; 
Friedman et al., 2018). Otros usos de los subproductos de la patata son 
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la producción de aditivos alimentarios, cosméticos, bioplásticos, 
espesantes e incluso papel (Rodríguez-Amado et al., 2014; Waglay et 
al., 2014; Franco et al., 2016; Pfister and Zeeman, 2016; Basiak et al., 
2017). 
1.3 VALOR NUTRICIONAL 
Es importante destacar que al tratarse de uno de los alimentos más 
consumidos en el mundo, la patata suministra el 60% del aporte calórico 
de la dieta diaria de la población humana (Lehesranta et al., 2006). 
Debido a su composición, la patata es un alimento que se caracteriza 
por su elevado valor nutricional (Waglay et al., 2014; Calliope et al., 
2018). El agua es el componente principal del tubérculo, al estar 
representada en una proporción aproximada de 79,3 g/100 g de peso 
fresco. Los carbohidratos son el segundo componente de mayor 
proporción en el tubérculo, con una media de 17,5 g /100 g (Tabla 1). 
La principal fuente de carbohidratos es el almidón, el cual representa 
aproximadamente el 15,3% del peso total del tubérculo, 
proporcionando una energía de 77 kcal / 100 g (USDA, 2019). Cabe 
destacar que estos valores nutricionales pueden variar en función de los 












Tabla 1. Relación del aporte nutricional 
promedio del tubérculo de patata en 100 g de 
peso fresco (USDA, 2019). 
 
Componente Cantidad  
Agua 79,25 g 
Carbohidratos  17,49 g 
Almidón 15,29 g 
Proteína 2,05 g 
Fibra 2,1 g 
Ceniza 1,11 g 
Azúcares 0,82 g 
Lípidos  0,09 g 




Asimismo, el tubérculo de la patata también presenta otras 
cualidades añadidas. Entre las que se encuentra la actividad 
antioxidante, gracias a componentes fitoquímicos como es el caso de 
antocianinas y carotenoides. Estos fitoquímicos juegan un papel 
importante en la prevención de cánceres y aterosclerosis (Tian et al., 
2016). Además, la patata está considerada una fuente de vitamina C. 
Aunque su cantidad disminuye tras el procesado térmico industrial 
(Wang and Xiong, 2005; Burlingame et al., 2009; Camire et al., 2009; 
Rodríguez-Amado et al., 2014; Franco et al., 2016). 
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La fracción proteica del tubérculo de patata es reducida pero de 
gran valor nutricional. En particular, la cantidad de proteína está 
comprendida en un rango que oscila entre 1,93 y 4,85 g / 100 g (Bártová 
et al., 2015; Calliope et al., 2018). Sin embargo, su valor nutricional 
supera al de las proteínas de muchas plantas y cereales. Incluso, se 
equipara con la proteína del huevo, una proteína modelo de referencia 
para estimar la calidad nutricional proteica (Ralet and Guéguen, 2000). 
La calidad proteica de la proteína de la patata se debe a su composición 
aminoacídica. Las proteínas de la patata poseen una alta concentración 
del aminoácido lisina, además de una proporción importante de los 
aminoácidos metionina y cisteína (Kamnerdpetch et al., 2007; He and 
Yang, 2013). Estos dos últimos aminoácidos azufrados requieren de una 
síntesis más compleja, y es por esa razón que sus cantidades son escasas 
en otros vegetales (López-Pedrouso et al., 2014a). 
1.3.1 Procesado térmico  
El proceso térmico que tiene lugar durante el cocinado modifica en 
cierta medida el valor nutricional de tubérculo. Este proceso aporta 
beneficios como la inactivación de microorganismos o el aumento de la 
digestibilidad del almidón que es muy baja en crudo (Tian et al., 2016). 
Sin embargo, otras modificaciones afectan negativamente a la calidad 
nutricional de la patata como, por ejemplo, el aumento de grasa cuando 
se da una fritura en abundante aceite (Murniece et al., 2011). También 
puede generar elementos tóxicos como la acrilamida. Un componente 
potencialmente cancerígeno que se forma a través de la reacción de 
Maillard, en la que el aminoácido asparagina reacciona con azúcares 
reductores (Tareke et al., 2002; Camire et al., 2009; Halford et al., 
2012; Wiberley-Bradford et al., 2014). Dichos azúcares reductores 
involucrados en la reacción aumentan significativamente cuando el 
tubérculo es almacenado por debajo de su temperatura óptima. Este 
proceso es conocido como cold-induced sweetening o low-temperature 
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sweeteing (Isherwood, 1973; Blenkinsop et al., 2002; Wiberley-
Bradford et al., 2014). Esta problemática es especialmente relevante en 
muchas cosechas que son almacenadas a baja temperatura para poder 
cubrir la demanda anual. Esto es debido a que sin el almacenamiento en 
frío la vida media del tubérculo rondaría los 6 meses (Bianchi et al., 
2014; Clasen et al., 2015). 
1.3.2 Caracteres de calidad 
Los principales caracteres de la calidad del cultivo de la patata se 
pueden evaluar a través del estudio de la composición química. Entre 
estos caracteres se pueden destacar la cantidad de proteína total, la 
humedad, el almidón, los azúcares reductores y el contenido en ceniza. 
En primer lugar, el contenido proteico total es uno de los parámetros de 
mayor importancia. A pesar de que, como se menciona anteriormente, 
no se trata de una cantidad muy elevada, la fracción proteica es muy 
rica en aminoácidos esenciales (Waglay et al., 2014). A lo largo de la 
literatura se han utilizado diferentes índices para medir la calidad 
proteica, entre los que se puede destacar el índice PDCAAS (Protein 
Digestibility-Corrected Amino Acid Score) y el EAAI (Essential Amino 
Acid Index). El PDCAAS hace referencia a la proporción de la cantidad 
del primer aminoácidos limitante de la proteína para la dieta patrón de 
un/a niño/a en edad preescolar (López-Pedrouso et al., 2019). Sin 
embargo, Oser (1951) propuso el EAAI, basado en la media geométrica 
de los aminoácidos esenciales respecto a la proteína modelo del huevo 
(Olu and Adediran, 2015). Por otro lado, el porcentaje de humedad del 
tubérculo es especialmente relevante cuando los tubérculos son 
destinados para cocinado en frito. Cuando se sumerge la patata en aceite 
se provoca una vaporización del agua, facilitando una mayor absorción 
de grasa. Como consecuencia, se ha encontrado la existencia de una 
correlación entre la humedad y el contenido energético del tubérculo de 
patata (Murniece et al., 2011).  
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Por otra parte, el almidón y los azúcares reductores son dos 
parámetros estrechamente relacionados entre sí. El almidón es 
osmóticamente inerte y constituye la principal fuente de carbohidratos 
(Pfister and Zeeman, 2016). Su composición de polímeros de α-glucosa 
lo convierte en una sustancia insoluble. Dentro de la industria de la 
patata, el almidón está considerado un valioso componente debido a las 
diferentes funciones que puede desempeñar: como aglutinante, 
gelificante o espesante (Pfister and Zeeman, 2016). El almacenamiento 
en frío utilizado para cubrir la demanda anual provoca la generación de 
azúcares reductores a partir del almidón. Estos azúcares reductores 
reaccionarán con aminoácidos libres dando lugar a la denominada 
reacción de Maillard. Esta reacción se desencadena por el calor, 
formando acrilamida entre otros productos (Blenkinsop et al., 2002; 
Tareke et al., 2002).  
 
Por último, el contenido en ceniza es el parámetro de calidad del 
que se infiere el contenido de elementos inorgánicos. Tras someter la 
muestra a una calcinación que elimina toda la materia orgánica, se 
obtiene el residuo de elementos inorgánicos que tienen que combinarse 
en una forma estable (Pomeranz and Meloan, 1994).   
1.4 CICLO BIOLÓGICO 
El ciclo biológico de la patata se puede dividir en cinco fases: 
dormancia, brotación, expansión de brotes, floración y tuberización 
(Figura 3). La tuberización consiste en el fenómeno de formación del 
tubérculo a través de un estolón. Es el proceso más sensible del 
desarrollo del tubérculo, siendo así un factor que limita la distribución 
geográfica del cultivo al estar relacionado con el clima (Dutt et al., 
2017). El estolón experimenta un desarrollo en extensión, 
completándose posteriormente con un crecimiento radial que dota al 
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tubérculo de su morfología ovalada característica (Vreugdenhil and 
Struik, 1989; Jefferies and Lawson, 1991; Dutt et al., 2017). Una vez 
que el tubérculo está formado pasa por una serie de estados de 
dormancia que han sido estudiados en profundidad debido a su 


















Figura 3. Diagrama esquemático del ciclo 
biológico de S. tuberosum. 
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1.4.1 Dormancia 
La dormancia es uno de los estadios más importantes en el 
desarrollo del tubérculo. Los diferentes estadios de la dormancia y su 
relación con la temperatura han sido previamente estudiados (Suttle, 
2007; Viola et al., 2007; Teper-Bamnolker et al., 2012; Aksenova et 
al., 2013; Sonnewald and Sonnewald, 2014; Bisognin et al., 2018). Se 
pueden distinguir tres tipos de dormancia en función de la edad 
fisiológica del tubérculo y de la temperatura del ambiente que pueden 
llegar a solaparse: endodormancia, paradormancia y ecodormancia. En 
primer lugar, justo después de la cosecha, el tubérculo se encuentra en 
endodormancia. La característica principal de este estado es que los 
meristemos, a través de los cuales se formará el brote, se encuentran 
inhibidos por el propio tubérculo. Por tanto, mientras el tubérculo se 
encuentre en esta fase, tiene imposibilitada la germinación del 
meristemo. A continuación, cuando se está liberando la endodormancia 
comienza la paradormancia o la ecodormancia, dependiendo de los 
factores externos en los que se encuentre. Con temperaturas superiores 
a 5 ºC, el tubérculo entra en el estado de paradormancia, en el cual los 
meristemos siguen inhibidos a excepción del meristemo apical. Es lo 
que se conoce como la inhibición colateral. De esta forma el tubérculo 
da lugar al bud break, término con el que se conoce la salida del brote 
apical que posee una altura de 2 mm aproximadamente. Una vez que se 
libera la paradormancia, van apareciendo nuevos brotes laterales y el 
tubérculo se encamina al desarrollo de la plántula. Sin embargo, el 
tubérculo entrará en el estado de ecodormancia a temperaturas 
inferiores a 3 ºC. En la ecodormancia los meristemos se encuentran 
inhibidos por factores externos, como es el caso de la temperatura, 
imposibilitando la germinación de la plántula (Figura 4).  
 
La duración de la dormancia es una característica de gran valor para 
la industria de la patata. Por un lado, el inicio de la germinación no es 
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deseada por los consumidores e impide cubrir la demanda anual. 
Además, la germinación dificulta el paso del aire entre los tubérculos 
almacenados, favoreciendo aumentos de temperatura que desencadenan 
la aparición de patógenos (Suttle et al., 2016). Mientras que, por otro 
lado, los agricultores están interesados en el acortamiento de este 
periodo dormante, ya que posibilita una instalación más frecuente del 





La duración de la dormancia es muy variable en las variedades del 
cultivo, ya que se han caracterizado periodos de dormancia desde 15 
hasta 197 días (Bogucki and Nelson, 1980; Fauconnier et al., 2002; 
Wang et al., 2016). Sin embargo, no se conoce en profundidad cuál es 
el mecanismo molecular que afecta a esta duración diferencial de la 
dormancia (Destefano-Beltran et al., 2006; Liu et al., 2015). 
Actualmente se recurre al almacenamiento en frio o a la utilización de 
fitoquímicos para retrasar la germinación. Algunos de los fitoquímicos 
más utilizados son el clorpropham (CIPC), hidrazida maleica y 
dimetilnaftaleno (Aksenova et al., 2013; Foukaraki et al., 2016). Por 







Figura 4. Progresión esquemática de los estadios de la 
dormancia del tubérculo de patata a lo largo de su 
almacenamiento. 
Tiempo 
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Rindite o GA3 para acortar la dormancia y provocar una rápida 
aceleración de la germinación (Alexopoulos et al., 2007, 2009; Eshel, 
2015). Desafortunadamente, estas prácticas no son inocuas para el 
producto, ya que afectan a la calidad del alimento. El almacenamiento 
a bajas temperaturas desemboca en el proceso de cold-induced 
sweetening que dará lugar a través de la reacción de Maillard a la 
aparición de acrilamida. Este proceso, además de su actividad 
cancerígena, dota al producto de una pigmentación marrón que es 
rechazada por el consumidor (Hou et al., 2017). Por otra parte, los 
fitoquímicos también acarrean aspectos negativos para el cultivo. En el 
caso del CIPC, uno de los productos más utilizados en la industria, 
provoca daños en los ojos del tubérculo, causados por la inhibición de 
la mitosis de los meristemos (Campbell et al., 2010; Cools et al., 2014). 
También se ha desaconsejado el uso del bromoetano y Rindite debido a 
su alta toxicidad (Campbell, 2015). A todos estos aspectos negativos se 
le suman nuevas legislaciones y presiones por parte de los 
consumidores, que buscan una reducción en el uso de pesticidas. De 
esta forma se fomenta la sustitución de estas prácticas con nuevas 
tecnologías alternativas con el fin de solucionar dicha problemática 
tales como el uso de aceites esenciales o monoterpenos (Cools et al., 
2014).  
 
La duración de la dormancia está condicionada por el genoma y el 
ambiente durante el crecimiento y el almacenamiento (Burton, 1989; 
Destefano-Beltran et al., 2006). Sin embargo, muchos estudios sugieren 
que a pesar de que muchos factores afectan a la duración de la 
dormancia, ésta depende principalmente del genotipo (Viola et al., 
2007; Aksenova et al., 2013; Eshel, 2015). Concretamente, Simmonds 
(1964) concluyó que la duración de la dormancia dependía en gran 
medida de un sistema genético poligénico. Posteriormente, a través del 
estudio de loci de caracteres cuantitativos (QTL) en diferentes 
poblaciones de patatas, Freyre et al. (1994) y van den Berg et al. (1996) 
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consiguieron determinar que la duración de la dormancia se regía por 
un control genético directo. Sin embargo, estos QTL no consiguieron 
revelar los genes específicos que estaban involucrados (Suttle et al., 
2016).  
1.5 PROTEÓMICA  
Las variedades de S. tuberosum exhiben una gran diversidad de 
ploidías, cuyo rango abarca desde diploides (2n = 2x = 24) hasta 
hexaploides (2n = 6x = 72). No obstante, las variedades cultivadas son 
generalmente tetraploides (2n= 4x= 48). El tamaño del genoma, 
revelado por el proyecto de secuenciación del genoma de la patata es de 
844 Mb estructuradas en 12 cromosomas (Berdugo-Cely et al., 2017). 
El genoma de la patata contiene 39.031 genes codificadores de 
proteínas y un gran número de genes deletéreos en heterocigosis. Esto 
es debido a la depresión por consanguinidad a la que el cultivo está 
sometido (The Potato Genome Sequencing Consortium, 2011). Las 
variedades comerciales utilizan la multiplicación vegetativa como 
medio para su propagación. Esta práctica ha provocado en muchas 
ocasiones una degeneración de los órganos florales reproductivos. Al 
tratarse de un cultivo propagado casi en exclusiva de manera clonal, 
provocan que al cruzarse entre sí se originen los efectos de depresión 
por endogamia (Zhang et al., 2019). Se ha llegado a predecir unas 
344.831 sustituciones deletéreas. A través de las mutaciones deletéreas 
Zhang et al. (2019) sugirieron que el cruce de líneas consanguíneas 
pertenecientes a linajes diferentes tendría un alto grado de heterosis. Por 
contrapartida, las variedades silvestres son comúnmente diploides. 
Estas variedades son cruzadas con tetraploides para inducir una mejora 
de las cualidades nutricionales y un aumento de la resistencia a pestes 
y enfermedades (Watanabe, 2015).  
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La proteómica es la rama científica encargada del estudio del 
proteoma. El término “proteoma" fue acuñado por Wilkins et al. (1996) 
para designar al conjunto de proteínas expresadas por el genoma de un 
organismo, tejido o célula en un momento dado. El proteoma es muy 
dinámico y es el resultado de la expresión del genoma funcional en un 
momento concreto y bajo determinadas condiciones ambientales 
(Wilkins et al., 1996). La proteómica permite el estudio de las proteínas 
y sus isoformas, su estructura, redes de interacción y modificaciones 
postraduccionales (Blackstock and Weir, 1999; Tyers and Mann, 2003). 
Su aplicación ha contribuido a un conocimiento más profundo de la 
biología de las plantas y la mejora de los cultivos (Jorrín et al., 2007; 
Miernyk and Hajduch, 2011; Pechanova and Pechan, 2017; Wu et al., 
2017). Los estudios proteómicos realizados sobre tejidos u órganos 
vegetales no solo han podido estudiar los cambios producidos por 
diferentes estímulos ambientales, sino que también permiten la 
comparación de líneas genéticamente distantes (Cánovas et al., 2004). 
La proteómica dispone actualmente de un amplio abanico de 
metodologías para la caracterización precisa de los proteomas. La 
electroforesis bidimensional (2-DE) acoplada a la espectrometría de 
masas (MS) y el uso de técnicas gel-free o shotgun proteomics, 
constituyen las dos estrategias metodológicas principales para abordar 
el estudio de los proteomas. Ambas estrategias exhiben fortalezas y 
debilidades y su uso depende de los objetivos del estudio (Görg et al., 
2009; Rabilloud and Lelong, 2011; Silva-Sanchez et al., 2015; Gupta et 
al., 2016; Juan, 2019). Estudios recientes muestran que los dos tipos de 
estrategias permiten abordar la caracterización de subproteomas 
distintos. Estudios realizados en el arroz (O. sativa) observaron que 
ambas metodologías son complementarias, permitiendo una mayor 
cobertura del proteoma global (Tan et al., 2007; Mouzo et al., 2018a).   
 
La 2-DE es una metodología ampliamente utilizada desde que fue 
introducida inicialmente por O’Farrell (1975) para la separación 
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eficiente de mezclas complejas de proteínas (Blackstock and Weir, 
1999; Zhang et al., 2014). Se basa en la separación de las proteínas en 
una primera dimensión en función del punto isoeléctrico (pI) a través 
de un isoelectroenfoque (IEF). En la segunda dimensión, las proteínas 
se separan en función de su masa molecular (Mr) mediante 
electroforesis en gel de dodecil sulfato-poliacrilamida (SDS-PAGE) 
(Weiss and Görg, 2007; Rabilloud and Lelong, 2011). Avances técnicos 
recientes han permitido incrementar significativamente el nivel de 
resolución de la 2-DE. La utilización de tiras de gradientes de pH 
inmovilizados (IPGs) han hecho posible corregir los errores de 
reproducibilidad y resolución de los anfolitos de uso previo (Görg et 
al., 2008, 2009). Las tiras IPG de rango estrecho de pH también 
permiten la obtención de perfiles proteicos bidimensionales (zoom gels) 
con un mayor grado de detalle en un rango dado de pI.  La introducción 
de tintes fluorescentes de mayor sensibilidad que tinciones previas, con 
un mayor rango dinámico y compatibles con la posterior identificación 
proteica mediante las técnicas de MS ha sido otro de los avances 
técnicos de relevancia, especialmente para la cuantificación proteica 
(Chevalier, 2010; Rabilloud and Lelong, 2011; Mehta-D’souza, 2012). 
La 2-DE acoplada a MS ha sido eficaz para el avance en el estudio de 
las semillas secas y vegetativas en diversos aspectos como el contenido 
en gluten (García-Molina et al., 2017; Kawaura et al., 2018), 
identificación de alergenos (Palomares et al., 2005) o la producción de 
proteínas terapéuticas (Kim et al., 2008). 
1.5.1 Proteoma de semilla seca y vegetativa  
El estudio de los proteomas vegetales y su calidad nutricional tiene 
una especial relevancia ya que proporcionan aproximadamente el 58% 
de la ingesta proteica de la dieta mundial (Pasiakos et al., 2015; van 
Vliet et al., 2015). Concretamente, son las semillas las que aportan el 
mayor porcentaje de contenido proteico. El rango de su contenido 
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proteico oscila desde el 10% de peso seco en cereales hasta el 40% en 
leguminosas y oleaginosas (Shewry et al., 1995). Las proteínas de 
almacenamiento o de reserva constituyen la fracción proteica más 
importante, tanto para la nutrición humana como para su propia 
reproducción. Las proteínas de reserva poseen un peso molecular de 10 
a 130 kDa, y se encuentran tanto en semillas secas (SSP) como el caso 
de Phaseolus vulgaris L. o tejidos vegetativos (VSP) como el caso de 
S. tuberosum (Mouzo et al., 2018a). Las SSPs y VSPs son proteínas 
abundantes aunque los subtipos se encuentran representados 
diferencialmente en los proteomas de semillas/tubérculos con 
cantidades relativas que abarcan desde el 1-4% en el caso de las zeinas 
β y δ del trigo (T. aestivum) hasta el 80% en el caso del las convicilinas 
de la lenteja (Lens culinaris Medik.) (Lund et al., 1995; Scippa et al., 
2010; Pinheiro et al., 2013). Por tanto, las proteínas de reserva son las 
que determinarán en gran medida la calidad nutricional de la proteína 
de semilla al ser la fracción mayoritaria.  
 
Las proteínas de reserva engloban una colección heterogénea de 
proteínas diferenciadas funcionalmente. Estas proteínas experimentan 
cambios tanto cualitativos como cuantitativos altamente dinámicos 
durante el desarrollo y la germinación de las semillas. Las proteínas de 
reserva engloban típicamente un número variable de isoformas 
codificadas por familias de genes con un elevado grado de homología 
agrupados en uno o varios cromosomas (The Potato Genome 
Sequencing Consortium, 2011; Kim et al., 2011; Joshi et al., 2017; 
Gacek et al., 2018). La 2-DE es especialmente útil para el estudio de las 
proteínas de reserva altamente representadas en los proteomas de las 
semillas secas y vegetativas. Perfiles bidimensionales de alta resolución 
en conjunción con la espectrometria de masas han permitido avanzar 
significativamente en la caracterización de las múltiples isoformas de 
las SSPs y VSPs y sus implicaciones biológicas (Bárta et al., 2012; de 
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la Fuente et al., 2012; López-Pedrouso et al., 2014a, b; Bernal et al., 
2017; Mouzo et al., 2018b).  
1.5.2 Proteoma de la patata  
Los estudios proteómicos en el cultivo de la patata han sido hasta 
la fecha menos numerosos en comparación a los realizados en otros 
cultivos de gran producción mundial. Solo unos pocos estudios se han 
orientado a la caracterización del proteoma global del tubérculo de la 
patata tales como el estudio del desarrollo de la tuberización en función 
del proteoma (Agrawal et al., 2008), la variación natural del proteoma 
en relación con las magulladuras (Urbany et al., 2011), el análisis del 
proteoma en respuesta al estrés osmótico (Bündig et al., 2016) o la 
comparación proteomica de la regulación por auxinas en la tuberización 
(Wang et al. 2018). El proteoma del tubérculo de patata engloba una 
gran variedad de proteínas. Yu et al. (2012) identificó a través de 
análisis de LC-MS/MS hasta 251 proteínas diferentes en el estado de 
tuberización de tubérculos desarrollados in vitro. Las proteínas del 
proteoma de la patata se pueden dividir en tres grandes categorías: 
inhibidoras de proteasas, patatinas y proteínas de gran peso molecular 
menos caracterizadas (Ralet and Guéguen, 2000). Las VSPs son las 
proteínas del proteoma de tubérculo de patata más intensivamente 
estudiadas hasta la fecha (Tabla 2) (Ralet and Guéguen, 2000; Bauw et 
al. 2006; Bárta et al. 2012; Bernal et al., 2017; Mouzo et al., 2018a; 
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Tabla 2. Listado de las proteínas de reserva del 
tubérculo de patata (Mouzo et al., 2018a). 
 
















1.5.2.1 Inhibidores de proteasas 
Las inhibidoras de proteasas son un grupo heterogéneo de proteínas 
que poseen como principal función la de dificultar la actividad de las 
serina, cisteína y aspartato proteasas (Pouvreau et al., 2003; Campbell 
et al., 2008; Kim et al., 2009). La representación de estas proteínas en 
la totalidad de la fracción proteica se encuentra alrededor del 35%, y 
sus pesos moleculares oscilan entre los 5 y 45 kDa (van Koningsveld et 
al., 2002; Heibges et al., 2003). Las inhibidoras de proteasas no solo 
desempeñan la función de proteínas de reserva, sino también la de 
defensa gracias a su actividad antifúngica y antimicrobiana. Estudios 
recientes determinaron la reducción del crecimiento de: Rhizoctonia 
solani Kühn, Phytophthora infestans Mont., Botrytis cinérea Pers. y 
Fusarium genus a través de la actividad de inhibidores de proteasa del 




La patatina, también denominada tuberina, es la principal proteína 
de reserva del tubérculo. Específicamente es una fosfoglicoproteína 
cuyo peso molecular oscila entre 39 y 45 kDa y posee un rango de pI 
desde 4,8 hasta 5,3 (Bárta et al., 2012; Bernal et al., 2017). La patatina 
representa entre el 40% y el 45% de la proteína total soluble, tratándose 
así de la principal VSP del tubérculo de patata (Shewry, 2003; 
Kärenlampi and White, 2016; Waglay and Karboune, 2016; Mouzo et 
al., 2018b). Ésta se localiza en gran medida en el interior de las vacuolas 
de los tejidos parenquimáticos (Strætkvern et al., 1999). La patatina 
engloba un conjunto complejo de isoformas codificadas por una familia 
génica compuesta por 10 a 18 genes con alto grado de homología,  la 
mayor parte de ellos localizados en el cromosoma 8 (Ganal et al., 1991; 
The Potato Genome Sequencing Consortium, 2011; Aminedi and Das, 
2014). Dicha familia génica se puede subdividir en dos clases: I y II, en 
función de la localización de su expresión. Los genes de la clase I se 
expresan predominantemente en el tubérculo, mientras que los de la 
clase II lo hacen en la raíz. Las dos clases de genes difieren en 22 
nucleótidos ubicados en el extremo 5’ UTR que están presentes en la 
clase I y se encuentran ausentes en la clase II (Pots et al., 1999; Stupar 
et al., 2006). 
 
La secuencia primaria de la patatina se compone de 
aproximadamente 363 aminoácidos y sus monómeros se asocian en 
estructuras diméricas de 88 kDa, como se pudo comprobar a través de 
electroforesis en condiciones nativas (Pots et al., 1999; Ralet and 
Guéguen, 2000). La estructura terciaria es estable hasta temperaturas de 
45 ºC y se caracteriza por poseer un 33% de hélices α y un 45% de 
láminas β. Cuando la temperatura alcanza valores cercanos a 50º C se 
produce su despliegue hasta la desnaturalización (Pots et al., 1999).  
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Las glicosilaciones y fosforilaciones son las principales 
modificaciones postraduccionales que exhiben las isoformas de 
patatina. Los perfiles bidimensionales de alta resolución para el estudio 
de las proteínas de reserva han permitido separar un total de 11 a 23 
isoformas de palatina diferenciados tanto en pI como en Mr en 
diferentes cultivares (Lehesranta et al., 2005; Bauw et al., 2006; Yu et 
al., 2012). Sin embargo, a través de obtención de nuevos perfiles 
bidimensionales de alta resolución, la caracterización resultante alcanza 
una mayor precisión (Bárta et al., 2012; de la Fuente et al., 2012; 
López-Pedrouso et al., 2014a, b; Bernal et al., 2017; Mouzo et al., 
2018b). Las glicosilaciones se localizan en tres lugares de la secuencia 
de la patatina donde se encuentran residuos de asparagina. 
Concretamente en las asparaginas situadas en las posiciones 60, 90 y 
202 (Sonnewald et al., 1989; Bárta et al., 2012). El peso molecular de 
las isoformas de patatina variará en función del grado de glicosilación 
en estas posiciones y pueden separase en la segunda dimensión de los 
geles bidimensionales de alta resolución (Bernal et al., 2017). Estas 
glicosilaciones han sido relacionadas con dianas de señalización, 
ofreciendo así un abanico de actividades como facilitar el plegado 
proteico o incluso servir como protección frente a la proteólisis 
(Sonnewald et al., 1989). Estudios recientes también muestran que las 
isoformas de patatina están fosforiladas en un grado variable (Bernal et 
al., 2017). El nivel de fosforilación de las isoformas se ha relacionado 
con los mecanismos de la brotación del tubérculo de patata. Bernal et 
al., (2019) concluyeron que las isoformas de patatina del tipo kuras, con 
niveles más altos de fosforilación, se degradaban preferencialmente en 
la brotación del tubérculo en comparación con las isoformas de 
patatinas no-kuras con menor nivel de fosforilación. Estas 
investigaciones sugieren que la patatina es movilizada por un 




A diferencia de otras VSPs, la patatina presenta diversas 
actividades enzimáticas. Una de estas actividades es antioxidante, la 
cual presenta gracias a los residuos de cisteína y triptófano (Liu et al., 
2003; Bárta et al., 2012). Además, cabe destacar que a través de 
desechos de la industria de la patata como es el caso de la piel se pueden 
obtener extractos antioxidantes. Estos extractos antioxidantes pueden 
ser de útil aplicación para otros alimentos como el caso de la oxidación 
del aceite de soja (Rodríguez-Amado et al., 2014; Franco et al., 2016). 
Otra de las actividades que posee la patatina es la de aciltransferasa o 
lípido acil hidrolasa (LAH). Esta última se observó que varía tanto en 
función del método de extracción como del cultivar (Andrews et al., 
1988; Bárta et al., 2012). Por último, también ha sido estudiado la 
actividad de la patatina como agente emulsionante o espumante para 
diversos procesos de la industria de la alimentación (Ralet and 
Guéguen, 2000; Schmidt et al., 2018).   
1.5.3 Biomarcadores proteómicos  
La gran diversidad de variedades que posee el cultivo de la patata 
son una gran fuente de variabilidad genética para la mejora del cultivo 
(Pieterse and Judd, 2014). Se han venido utilizando una gran diversidad 
de marcadores genéticos para la identificación de QTL para la mejora 
genética del cultivo de patata: SNPs (Single Nucleotide 
Polymorphisms), RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA), 
ISSRs (Inter-Simple Sequence Repeats), AFLPs (Amplified Fragment 
Length Polymorphisms) y SSRs (Simple sequence repeats) (Bornet et 
al., 2002; Spooner et al., 2005; Ghislain et al., 2006; de Galarreta et al., 
2011; Wang et al., 2013; Berdugo-Cely et al., 2017). Uno de los 
primeros trabajos de modificación genética en variedades de patata se 
llevó a cabo en 1990, donde se consiguió la resistencia al potato virus 
X e Y para el cultivar Russet Burbank (Ramadan, 2016). Sin embargo, 
las herramientas proteómicas permiten estudiar los productos finales de 
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la expresión de los genes codificadores de proteínas implicados en los 
caracteres de importancia en el cultivo de la patata y establecer un 
puente entre el genotipo y el fenotipo. La proteómica comparativa es 
una vía muy útil, alternativa a la clonación posiciones de QTL, para la 
identificación de QTL proteicos (pQTL) candidatos implicados en los 
caracteres biológicos (Acharjee et al., 2018; Rodríguez-Vázquez et al., 
2020). Asimismo, posibilita la identificación de biomarcadores 
específicos de cultivar que pueden utilizarse para la autentificación y 
trazabilidad en los procesos de producción industrial. Las variaciones 
del contenido proteico total del tubérculo han sido estudiadas en 
función de diferentes parámetros que afectan a la calidad de la patata, 
como es el caso del almidón, cenizas, contenido en materia seca, 
azúcares o contenido en aminoácidos (Bárta and Bártová, 2008; Leonel 
et al., 2017; Acharjee et al., 2018). Sin embargo, los estudios sobre 
grupos concretos de proteínas del tubérculo de patata como el caso de 
la patatina en relación con parámetros de calidad son todavía escasos 
en la literatura (Bárta et al., 2012; Bártová et al., 2015). Estudios 
previos en la judía común (P. vulgaris) aplicando la 2-DE mostraron 
que las variaciones de las isoformas de la principal SSP, la phaseolina, 
entre variedades salvajes y cultivadas guardan relación con sus 
diferencias en el nivel de calidad de la proteína total en semilla (López-
Pedrouso et al., 2014a). Específicamente, con el nivel del aminoácido 
esencial metionina que es un aminoácido escaso en la judía común. 
Estas investigaciones sugieren que la faseolina puede ser utilizada como 
biomarcador para la mejora de la calidad proteica de la semilla de judía. 
Actualmente, se desconoce si estos resultados en P. vulgaris pudieran 
hacerse extensibles a otras proteínas de reserva de otras especies. 
Concretamente, no se tiene la información suficiente sobre la 
variabilidad de las isoformas de patatina en distintos cultivares y su 
relación con caracteres de calidad del tubérculo. La obtención de esta 
información permitiría determinar si las isoformas de patatina son un 
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biomarcador útil del grado de diferenciación genética entre variedades 


































2.1  Revisión bibliográfica y evaluación de los avances en el 
conocimiento de la biología de las proteínas de reserva en semillas 
secas (SSPs) y vegetativas (VSPs), y sus aplicaciones mediante el 
uso de la 2-DE acoplada a la espectrometría de masas. 
 
2.2 Estimación de las distancias proteómicas entre variedades 
comerciales de S. tuberosum a partir de los perfiles 2-DE de alta 
resolución de las isoformas de patatina y su posible uso como 
marcadores de la diferenciación genética interpoblacional. 
 
2.3 Análisis de las distancias proteómicas como marcador de las 
diferencias entre cultivares de patata para caracteres de calidad del 
tubérculo: ceniza, almidón, contenido proteico, humedad y azúcares 
reductores.  
 
2.4  Estudio de los cambios en el proteoma global del tubérculo de patata 
asociados con diferencias en la longitud del periodo de dormancia 
mediante 2-DE y LC/MS. 
 
2.5  Identificación de proteínas candidatas y rutas bioquímicas 
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3 MATERIAL Y MÉTODOS 
3.1 METODOLOGÍA DE BÚSQUEDA BIBLIOGRÁFICA  
 
Para el estudio de revisión sobre los avances en la biología de las 
SSPs y VSPs mediante la aplicación de la 2-DE y MS se utilizaron 
distintos recursos bibliográficos. Se realizó una búsqueda exhaustiva en 
revistas internacionales, así como en otras publicaciones pertenecientes 
a editoriales globales especializadas y páginas web indexadas en 
motores de búsqueda. Entre los motores de búsqueda podemos destacar: 
PubMed, Google Académico, Scopus o Web of Science. Esta búsqueda 
abarcó gran cantidad de documentos científicos desde la irrupción de la 
2-DE sobre las proteínas de reserva en numerosos cultivos y variedades, 
especialmente en aquéllos de mayor producción.  
 
Por otro lado, la adquisición de la información relativa a las 
diferentes variedades de patata utilizadas en este estudio se obtuvo 
principalmente de bases de datos de uso frecuente, entre las que 
podemos destacar: AHDB (Agriculture and Horticulture Development 
Board) y ECPD (European Cultivated Potato Database). 
 
Por último, las búsquedas de información relacionadas con valores 
históricos de producción del cultivo de la patata y los diferentes valores 
nutricionales se realizó utilizando los servidores de FAOSTAT (Food 
and Agriculture Organization Statistical Database) y USDA (United 
States Department of Agriculture). 
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3.2 MATERIAL BIOLÓGICO Y PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 
Para el estudio de la variación de las isoformas de patatina y su 
relación con parámetros de calidad del tubérculo, se utilizaron 15 
variedades comerciales de S. tuberosum: Agria, Amanda, Ambassador, 
Basin Russet, Desiree, Fina de Carballo, Frisia, Ivory Russet, 
Kennebec, Kuras, Lady Claire, Lady Rosetta, Montblanc, Musica y 
Orquestra. Todos estos cultivares utilizados son tetraploides (2n = 4x = 
48) a excepción de la variedad diploide (2n = 2x = 24) Desiree. En la 
tabla 3, se muestra las especificaciones del pedigrí, origen y utilización 
comercial preferencial para cada uno de los cultivares utilizados en el 
estudio. Las variedades utilizadas tienen diferentes usos en la industria 
de la patata: patatas de mesa, alimentos procesados o producción de 
almidón (García et al., 2005; Álvarez et al., 2005; Mouzo et al., 2018b). 
En su mayoría, los tubérculos de patata utilizados en este estudio fueron 
suministrados por distribuidores de semillas para agricultores, a 
excepción de los de las variedades Agria, Fina de Carballo y Kennebec 
que fueron recolectados de un campo experimental ubicado en Xinzo 
de Limia (Ourense, España). Todos los tubérculos utilizados se 
recolectaron en un estadio de dormancia anterior a la germinación del 
brote apical (Mani et al., 2014). Los tubérculos de cada cultivar se 
cortaron en rodajas (aproximadamente 10 mm) y se almacenaron por 
separado a -20 °C para las posteriores determinaciones proteómicas y 
químicas. Cada parámetro químico se determinó a partir de dos réplicas 
biológicas independientes, excepto para la composición aminoacídica 
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Tabla 3. Características de los cultivares de S. tuberosum seleccionados (Mouzo 
et al., 2018b). 
 
Variedades Pedigrí Origen Uso preferencial 
Agria Quarta × Semlo Alemania 
Mesa y procesados 
alimenticios 
Amanda Epoka × SV66 123 Suecia Procesados alimenticios 
Ambassador AR 91-1012 × Innovator Holanda Procesados alimenticios 
Basin Russet 




Mesa y procesados 
alimenticios 
Desiree Urgenta × Depesche Holanda Mesa 
Fina de 
Carballo 
No disponible España Mesa 
Frisia 
ZPC 69 C160 × SVP AM 
66 42 
Holanda 
Mesa y procesados 
alimenticios 




Kennebec B127 × USDA X96 56 EE. UU. Procesados alimenticios 
Kuras PG 285 × AR 69 491 Holanda Procesado de almidón 
Lady Claire Agria × KW 78-34-470 Alemania Procesados alimenticios 
Lady 
Rosetta 
Cardinal × SVP VT n2 62 
33 3 
Holanda 
Mesa y procesados 
alimenticios 
Montblanc Innovator × BRU93-136 Bélgica 
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El estudio del proteoma global del tubérculo se realizó en tres 
variedades comerciales de patata con diferente longitud del periodo de 
dormancia: Ágata (corta), Kennebec (media) y Agria (media-larga). 
Los tubérculos de las tres variedades crecieron bajo las mismas 
condiciones en una finca experimental ubicada en Xinzo de Limia 
(Ourense, España). Después de la cosecha, cuatro tubérculos de cada 
una de las tres variedades se liofilizaron y almacenaron a -80 ºC para el 
estudio del proteoma global. Paralelamente, otros 4 tubérculos de cada 
variedad se transportaron inmediatamente después de la cosecha a una 
cámara de cultivo con una temperatura de 22/19 ºC-luz/oscuridad y un 
fotoperíodo de 16/8h-luz/oscuridad, para unificar las condiciones de 
crecimiento y evaluar las duraciones de la dormancia. Los tubérculos 
se mantuvieron en la cámara hasta el surgimiento del brote apical (bud 
break) de 2 mm, como indicativo de la liberación de la dormancia.  
3.3 EXTRACCIÓN Y CUANTIFICACIÓN PROTEICA 
La extracción de la proteína total de las muestras de tubérculo 
liofilizadas se llevó a cabo por el método basado en el fenol, siguiendo 
el procedimiento descrito por López-Pedrouso et al. (2014b). Una 
muestra de 200 mg de patata liofilizada se resuspendió en 3 ml de 
tampón de extracción (PMSF 1 mM, KCl 100 mM, sacarosa 700 mM, 
500 EDTA mM, Tris-HCl 500 mM, DTT al 2%, pH = 8). A 
continuación, se añadió un volumen igual de fenol saturado en Tris-
HCL (pH 6,6 / 7,9), tras una incubación de 10 minutos y la fase orgánica 
se recuperó mediante centrifugación (4000 g a 4 °C, Labofuge 400 R 
Heraeues, St Louis). Posteriormente, las proteínas se precipitaron a 
través de dos soluciones de precipitación: solución I (acetato de amonio 
0,1 M en metanol y DTT 10 mM) y II (solución al 80% de acetona y 
DTT 10 mM). El precipitado se resuspendió en tampón de lisis (tiourea 
2 M, DTT 10 mM, CHAPS al 4%, PharmalyteTM al 2% pH 3−10; GE, 
Healthcare, Uppsala).  
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La concentración proteica se midió con un ensayo de Bradford 
(1976) modificado, utilizando el kit comercial CB-X (GBiosciences, St. 
Louis, MO) y un lector de microplacas CroMate 4300 (wareness 
Technology, Palm City, FL). Para la curva de calibrado se utilizó 
albúmina de suero bovino (BSA) como proteína estándar.  
3.4 ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL 
Se obtuvieron perfiles 2-DE de alta resolución como se ha descrito 
por Bernal et al. (2017). El IEF de la primera dimensión se realizó 
utilizando tiras IPG (ReadyStrips, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) 
de 24 cm y con un pH lineal de 4−7. En cada tira, se cargó 1 μg del 
marcador de peso molecular ovoalbúmina (45 kDa, Molecular Probes, 
Leiden). Además, se cargó la proteína disuelta en tampón de lisis. Para 
el estudio de las isoformas de patatina se cargaron 75 μg de proteína, 
mientras que para el estudio de los patrones proteómicos globales 
fueron 400 μg. Seguidamente, la muestra se disolvió en un tampón de 
rehidratación compuesto por: 4 % CHAPS, 7 M urea, 2 M tiourea, 
0,002% de azul de bromofenol, 0,6% de DTT y 1% de “IPG Buffer” 
pH 4-7. Las tiras se corrieron usando el dispositivo de electroforesis 
horizontal programable PROTEAN IEF Cell (Bio-Rad Laboratories) 
alcanzando valores de enfoque finales de 70 kVh. Seguidamente, las 
tiras se lavaron con tampones de equilibrio. Posteriormente, tanto la 
segunda dimensión para el estudio de la patatina como para el estudio 
de los patrones proteómicos globales se realizó sobre geles SDS-PAGE 
desnaturalizantes (10% y 12%, respectivamente). Se utilizó un sistema 
Ettan DALTsix (GE, Healthcare) manteniendo una corriente y 
temperatura constantes (25 mA / gel, 25 °C y 20 mA / gel, 25 °C, 
respectivamente).  
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A continuación, los geles se lavaron en una solución de fijación 
(50% agua destilada, 40% etanol, 10% ácido acético) durante 3 horas y 
se tiñeron con tinción fluorescente SYPRO Ruby (Lonza, Rockland, 
ME) para la visualización de las proteínas. Las imágenes de los geles 
2-DE se digitalizaron con el sistema Gel Doc XR+ (Bio-Rad 
Laboratories).  
 
El análisis de las imágenes se realizó mediante el software 
PDQuest Advanced v. 8.0.1 (Bio-Rad Laboratories). Los spots fueron 
detectados y se analizó su repetibilidad manualmente, evitando así el 
ruido de fondo y errores ocasionados por coincidencia automática. Las 
tiras de IPG de pH 4−7 lineal se usaron como referencia para evaluar 
los valores experimentales de pI de cada uno de  los spots, mientras que  
los valores correspondientes de Mr se evaluaron a partir de marcadores 
de peso molecular en el rango de 15 a 200 kDa (Fermentas, Ontario) 
junto con la ovoalbúmina. 
3.5 ESPECTROMETRÍA DE MASAS (LC-MS/MS) 
Los spots proteicos de interés se extrajeron de los geles 2-DE 
cortando la sección del gel donde se encuentra la porción más 
intensamente teñida, maximizando la relación proteína-gel y 
reduciendo el exceso de matriz. Las porciones de gel se sometieron a 
digestión tríptica manual con tripsina siguiendo el protocolo descrito 
por Shevchenko et al. (1996) con ligeras modificaciones.  Las porciones 
de gel se sometieron a una etapa de reducción proteica con 10 mM de 
ditiotreitol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en bicarbonato amónico 50 
mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y otra etapa de alquilación con 
yodoacetamida 55 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) con 
bicarbonato de amonio 50 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). 
Posteriormente dichas porciones se lavaron con bicarbonato amónico 
50 mM en metanol al 50% (HPLC grade, Scharlau, Barcelona, España), 
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deshidratadas con acetonitrilo (HPLC grade, Scharlau, Barcelona, 
España) y secadas mediante un SpeedVac. Una vez secas, a las 
porciones de gel se les añadió tripsina porcina modificada junto con 20 
ng/μl de bicarbonato amónico 20 mM. Después de una incubación de 
16 horas a 37 ºC los péptidos se extrajeron en tres ocasiones a través de 
incubaciones con 40 μl de acetonitrilo al 60% en HCOOH al 0,5% 
durante 20 minutos. Los péptidos se concentraron con un SpeedVac y 
fueron almacenados a -20 °C.  
 
La separación de los péptidos digeridos se llevó a cabo a través de 
cromatografía de fase inversa, utilizando un sistema micro LC 
(Eksigent Technologies nanoLC 400, SCIEX) acoplado a MS Triple 
TOF 6600 de alta velocidad (SCIEX, Foster City, CA). Se utilizó una 
columna analítica Chrom XP C18 150 × 0,30 mm (Eksigent, SCIEX), 
cuyo tamaño de partícula es de 3 mm y 120 Å de tamaño de poro. 
Conectada en línea también se utilizó la columna trampa YMC-
TRIART C18 (YMC Technologies, Teknokroma), con un tamaño de 
partícula de 3 mm y 120 Å de poro. El flujo proporcionado por la 
microbomba fue de 5 µl / min, funcionando en condiciones de 
gradiente. La fase móvil A utilizada fue ácido metanoico al 0,1% en 
agua y la fase móvil B fue ácido metanoico al 0,1% en acetonitrilo. La 
separación de los péptidos se llevó a cabo con un gradiente variable de 
15 minutos del 2% al 90% de la fase móvil.  
 
La obtención de datos se realizó en un Triple TOF 6600 System 
(SCIEX, Foster City, CA) operado por el software Analyst TF 1.7.1 
(SCIEX, USA) y calibrándose automáticamente cada 4 horas mediante 
péptidos externos de pepcalMix. El criterio se estableció en iones 
superiores que la relación masa/carga 350 y menores que 1400, un 
estado de carga 2-5, y un umbral de más de 200 CPS de abundancia. 
Los datos fueron procesados mediante ProteinPilotTM 5.0.1 de Sciex, 
que utiliza como algoritmo de agrupación y búsqueda en bases de datos: 
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ParagonTM. La base de datos utilizada fue la de S. tuberosum en Uniprot.  
Se aplicó una tasa de falsos positivos (FDR, False Discovery Rate) 
inferior al 1% utilizando un método de ajuste no lineal (Shilov et al., 
2007; Tang et al., 2008). 
3.6 CONTENIDO DE CENIZA, MATERIA SECA, AZÚCARES 
REDUCTORES Y ALMIDÓN 
El porcentaje de la concentración de cenizas se determinó a través 
de la pérdida de peso como resultado de mantener la muestra en un 
horno de mufla a 600 °C (Carbolite RWF 1200, Hope Valley). Por otra 
parte, el porcentaje de materia seca se estimó mediante la pérdida de 
peso como resultado del secado de la muestra en un horno a 105 °C 
(Memmert UFP 600, Schwabach). Tanto el contenido de cenizas como 
el porcentaje de materia seca se cuantificó de acuerdo con los estándares 
recomendados (ISO 1442: 1997 e ISO 936: 1998, respectivamente).  
 
Los azúcares reductores se extrajeron a través del kit comercial 
Carrez Clarification (Millipore, Darmstadt) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. Después de este tratamiento, se utilizó 1 
ml de la solución para la determinación colorimétrica de azúcares 
reductores. Dicha solución se mezcló con 1 ml de fenol (5% en agua) y 
5 ml de sulfato de hidrazina (38 mM en ácido sulfúrico). La absorbancia 
se midió en un espectrofotómetro de 490 nm UV-vis (Shimadzu, 
Kyoto). La concentración de azúcares reductores se determinó usando 
una curva estándar para D-glucosa.  
 
Por último, para estimar el contenido de almidón se extrajo una 
muestra de 2 g de cada tubérculo utilizando 25 ml de etanol: éter de 
petróleo (1:3). Después de centrifugar a 3000 g durante 5 min, el 
precipitado se lavó tres veces con etanol (80%) a 80 °C y se separó por 
centrifugación a 3000 g durante 5 min. Posteriormente, el residuo se 
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incubó con 11,5 ml de ácido perclórico (29,4%) durante 20 minutos 
seguido de la adición de agua hasta la obtención de una dilución de 
1:1000. A continuación, una alícuota de 5 ml se trató con reactivo 
anthrone (200 mg de anthrone en 100 ml de ácido sulfúrico 
concentrado) y se hirvió durante 8 minutos para desarrollar color. La 
absorbancia se determinó a 630 nm en un espectrofotómetro UV-vis 
(Shimadzu, Kyoto) usando una curva de calibración de D-glucosa. Para 
calcular el contenido de almidón, el valor de glucosa se multiplicó por 
el factor de conversión de 1,06. 
3.7 CONTENIDO PROTEICO Y COMPOSICIÓN AMINOACÍDICA 
El contenido proteico de las diferentes variedades de tubérculos se 
evaluó mediante el método Kjeldahl basado en el nitrógeno total, 
utilizando el factor de conversión convencional de 6,25 (ISO 937: 
1978). Las muestras se digirieron con ácido sulfúrico (utilizando sulfato 
cúprico como catalizador) en un digestor (Gerhardt Kjeldatherm KB, 
Bonn). El nitrógeno orgánico se transformó en sulfato de amonio, que 
se trató en condiciones básicas en un aparato de destilación (Gerhardt 
Vapodest 50 Carrousel, Bonn). Tanto la proteólisis como la 
derivatización de aminoácidos hidrolizados se llevaron a cabo de 
acuerdo con Franco and Lorenzo (2014). La proteína se hidrolizó a 
partir de 100 mg de muestra de tubérculo con 5 ml de ácido clorhídrico 
(6 N) en un sistema sellado durante 24 h a 110 °C. A continuación, la 
solución se diluyó hasta 200 ml y se tamizó a través de un filtro de 0,45 
mm. Las condiciones de derivatización y análisis cromatográfico 
siguieron las siguientes pautas: 10 μL de muestra tamponada a pH 8,8 
(tampón de borato AccQ-Fluor) produciendo un volumen total de 100 
μL. La derivatización se produjo mediante la adición de 20 μL de 
reactivo AccQ-Fluor. El kit de reactivos AccQ-Fluor reaccionó con 
todas las aminas primarias y secundarias, el reactivo en exceso se 
hidrolizó. En el caso de la tirosina, la hidrólisis se completó calentando 
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durante 10 minutos a 55 °C. Se utilizó un sistema de cromatografía 
líquida de alto rendimiento (HPLC) modelo Alliance 2695 (Waters, 
Milford) con un detector de fluorescencia (modelo 2475, Waters), con 
excitación a 250 nm y emisión a 395 nm. El control del sistema y el 
resultado se llevaron a cabo utilizando el software avanzado Empower 
3 (Waters). Se utilizó una columna Waters AccQ-Tag (3,9 × 150 mm) 
con un tamaño de partícula de 4 μm y con un caudal de 1,0 ml min-1 a 
37 °C. La composición de aminoácidos se expresó en mg / 100 g de 
peso fresco. 
3.8 ANÁLISIS ESTADÍSTICO  
Las distancias proteómicas entre pares de cultivares de patata se 
estimaron mediante el estadístico D = 1 – F; donde F = 2nxy / (nx + ny), 
nxy es el número de spots de patatina compartidos en geles 2-DE por los 
cultivares x e y, y donde nx y ny son los números totales de spots de 
patatina identificadas en los cultivares x e y, respectivamente. Los 
cultivares se agruparon en función del grado de similitud de las 
distancias proteómicas mediante la construcción de un dendrograma 
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean), 
usando el software MEGA7 (Kumar et al., 2016). 
 
La calidad proteica de las variedades de patata se evaluó mediante 
PDCAAS y EAAI. El PDCAAS se calculó usando como proteína de 
referencia el perfil de aminoácidos indispensables, de acuerdo con el 
patrón de requerimiento aminoácidos para un niño/a de 2 a 5 años. Para 
la corrección de digestibilidad se utilizaron los valores suministrados 
para la proteína de patata por el Registro Federal de Estados Unidos, y 
publicados por la Administración de Alimentos y Medicamentos. Por 
otro lado, el EAAI se calculó utilizando la composición de aminoácidos 
de la proteína de huevo como proteína de referencia (FAO/WHO, 1991; 
FDA/HHS, 1993; Schaafsma, 2005; Olu and Adediran, 2015). 
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Para los análisis estadísticos se utilizaron el software IBM SPSS 
(versión 21.0; SPSS, Chicago) y las bibliotecas R. La tasa de falsos 
positivos en comparaciones múltiples se controló mediante el test 
estadístico de Benjamini-Yekutieli (Yekutieli and Benjamini, 2001). 
 
Diferencias estadísticas en el volumen medio de los spots entre 
pares de cultivares con diferente periodo de dormancia se determinaron 
mediante intervalos de confianza bootstrap no paramétrico (Franco et 
al., 2015a, b). Para cada spot se obtuvieron 2.000 réplicas bootstrap de 
tamaño n (= 4), mediante un algoritmo Monte Carlo. A partir de la 
distribución de las 2.000 medias bootstrap generadas, se construyeron 
los intervalos de confianza (95%) para cada uno de los spots utilizando 
el método de percentiles con corrección del sesgo (Efron, 1982). Los 
intervalos de confianza bootstrap se corrigieron en múltiples 
comparaciones con el método de Bonferroni. Estos cálculos se llevaron 
a cabo con el software R (v. 3.4.0). La relación existente entre spots con 
diferencias estadísticamente significativas en abundancia de proteína se 
evaluó a través del Análisis de Componentes Principales (PCA). El 
PCA se se realizó con el software XLSTAT (v. 2014.5.03; Addinsoft, 
Andernach). 
 
La magnitud de los cambios en el volumen de los spots entre 
variedades con diferente longitud de dormancia se cuantificó utilizando 
las medidas fold change (FC) y relative change (RC) (Franco et al., 
2015a, b). Los valores de FC para cada par de variedades se calcularon 
mediante las siguientes expresiones: FCÁgata - Kennebec = VKennebec / VÁgata; 
FCÁgata - Agria = VAgria / VÁgata; FCKennebec - Agria = VAgria / VKennebec. Donde, 
V es el volumen medio de cada spot obtenido a partir de las cuatro 
réplicas de cada variedad. Valores de FC menores que 1,0 se 
reemplazaron por sus recíprocos con signo negativo. Por tanto, el rango 
de FC varía entre -∞ y + ∞. La medida RC se define como RC = DV / | 
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DVmax |, donde DV es la diferencia del volumen medio de un spot dado 
entre cada par de variedades: DVÁgata - Kennebec = VKennebec - VÁgata; DVÁgata 
- Agria = VAgria - VÁgata; DVKennebec - Agria = VAgria - VKennebec. Y donde, | DVmax 
| es el valor de DV más alto (en valor absoluto) observado a lo largo de 
todas las comparaciones realizadas en el estudio. RC tiene la ventaja 
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4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.1 CAPÍTULO PRIMERO: EVALUACIÓN BIBLIOGRÁFICA DE LOS 
AVANCES EN LA BIOLOGÍA DE LAS SSPS Y VSPS BASADOS EN 
LA ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL ACOPLADA A 
ESPECTROMETRÍA DE MASAS 
 
Este capítulo reproduce contenidos del siguiente artículo:  
 
Advances in the biology of seed and vegetative storage proteins based on 
two-dimensional electrophoresis coupled to mass spectrometry 
 
Mouzo, D.; Bernal, J.; López-Pedrouso, M.; Franco, D. and Zapata C. 
 Molecules 2018, 23, 2462 
 
4.1.1 Terminología y clasificación de proteínas de reserva 
Los criterios de nomenclatura de las diferentes clases de SSPs son 
muy heterogéneos a lo largo de la bibliografía. Entre los criterios más 
utilizados se encuentran: el coeficiente de sedimentación, el tipo de 
solvente de extracción o nombres genéricos en latín (Miernyk and 
Hajduch, 2011). Sin embargo, se ha utilizado tradicionalmente una 
clasificación propuesta por Osborne (1924) que agrupa las SSPs en 
función de su solubilidad en diferentes solventes. Bajo este criterio, las 
SSPs se pueden agrupar en cuatro grandes grupos: albuminas, solubles 
en agua; globulinas, solubles en solución salina; glutelinas, solubles en 
ácidos o bases y prolaminas, solubles en una mezcla de alcohol y agua. 
Por otro lado, las VSPs no poseen una clasificación estandarizada. Esto 
se debe a que pertenecen a familias proteicas no relacionadas entre sí 
cuyas características son muy diferentes (Müntz, 1998; Marla et al., 
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2010; de Souza Cândido et al., 2011). Es por esta razón por la que en el 
caso de las VSPs se suele recurrir a nombres genéricos. En la tabla 4 se 
muestra una lista representativa de las proteínas de reserva (SSPs y 
VSPs) pertenecientes a los cultivos agrícolas más importantes a nivel 
mundial. Estas SSPs y VSPs son proteínas abundantes, pero los 
subtipos están representados de manera diferencial. Las cantidades 
relativas abarcan desde el 1-4% (δ-zeins, Z. mays) to hasta el 72% (7S 
lentil vicilins, L. culinaris), mientras que los valores de Mr poseen un 
rango de 10 (δ-zeins, Z. mays) a 130 kDa (HMW-GS glutenins, T. 
aestivum). 
 
Table 4. List of seed and vegetative storage proteins in different crop types. 
 








    
Maize (Zea 
mays L.)a 
Globulins 12–16  
globulin-1  63, 45, 26, 23 
globulin-2   
Prolamins 50–70  
α-zeins 25–49 22, 19 
β-zeins 1–4 14–16 
γ-zeins 6–13 27, 16, 50 
δ-zeins 1–4 10 





Prolamins 80  
 gliadins 30–50 30-80 
α-gliadins 15–30  
β-gliadins   
γ-gliadins   
ω-gliadins   
 glutenins   
LMW-GS 12 
42-51 (B), 30–
40 (C), 58 (D) 
HMW-GS  80–130 (A) 
Globulins   
11-12S triticins 5 
58 (D), 22 (δ), 
52 (A), 23 (α) 
    
Glutelins 60–80 35–40, 20–22 




Prolamins 20–30 10, 13, 16 
Globulins   
α-globulins 2–8 26 





Patatins 45 39–45 
Kunitz protease inhibitors  20 
Protease inhibitors 1  45 
Protease inhibitors 2   
Carboxypeptidase inhibitors  10 
Lipoxygenases  97 




Globulins   
α-conglycinins   
7S vicilin/        β-
conglycinins 
40 
76 (α), 72 
(α’), 52 (β) 




56 (G1), 54 
(G2), 54 (G3), 
64 (G4), 58 
(G5) 




Prolamins   
 hordeins 35–55  
B-hordeins 15–44 30–45 
C-hordeins 4–11 45–75 
D-hordeins  45 
γ-hordeins   




Globulins   
11S helianthinins 38 
37–43 (α), 31–
35 (α’), 21–30 
(β) 
Albumins   
2S 62 12–20 





Globulins   
7S phaseolins 40–50  
11S legumins 3  
Lectins   
phytohemagglutinins 5–10  
α-amylase inhibitors   
    
Oat (Avena 
sativa L.)i 
Globulins 10–55  
3S  48–52 
7S  50–70 
11S  60 
12S avenalins  
32–43 (α), 19–
25 (β) 
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Albumins 10–20  
Prolamins 12–14  
Glutelins 23–54  
    
Pea (Pisum 
sativum L.)j 
Globulins   
7S vicilins  47, 50, 34, 30 
11S legumins  
41 (α), 22 (β), 
23 (β’) 
convincilin  78, 72 





Albumins   
2S 12  
Globulins 50  
7S vicilins   
11S legumins  
40–47 (α), 24–
25 (β) 
Glutelins 18.1  
Prolamins 2.8  









Glutelins 15.6 37, 21–23, 14 
Prolamins 9.7 15, 20, 24 




Globulins   




Albumins   
2S   




Globulins   
12S cruciferins 20 
29–33 (α), 21–
23 (β) 







a(Consoli and Damerval, 2001; Shewry and Halford, 2002; Ning et al., 2017); b(Payne, 
1987; Shewry and Tatham, 1990; Ferranti et al., 2007; Xie et al., 2010; Yadav and 
Singh, 2011; Guo et al., 2012; Cavazos and Gonzalez de Mejia, 2013; Zhou et al., 
2018); c(He et al., 2013; Kim et al., 2013; Zhang et al., 2017); d(Bártová and Bárta, 
2009; Jørgensen et al., 2011; Bernal et al., 2017); e(Friedman and Brandon, 2001; 
Boehm et al., 2017); f(Silva et al., 2008); g(Youle and Huang, 1981; Zilic et al., 2010; 
Quiroga et al., 2013); h(D’Amico et al., 1992; Montoya et al., 2008; López-Pedrouso 
et al., 2014a; Joshi et al., 2017); i(Chang et al., 2011; Cavazos and Gonzalez de 
Mejia, 2013); j(Zilic et al., 2010); k(Chang et al., 2011; Singh et al., 2016); l(Elfalleh 
et al., 2010); m(Scippa et al., 2010); n(Schatzki et al., 2014). 
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4.1.2 Mapas bidimensionales de las proteínas de reserva 
Avances técnicos recientes han contribuido a una optimización de 
la 2-DE. Entre ellos, cabe destacar la utilización de tiras de gradientes 
de pH inmovilizados, una metodología de extracción de proteínas más 
eficiente, el funcionamiento de múltiples geles en paralelo y el 
desarrollo de tintes fluorescentes altamente sensibles y compatibles con 
la identificación de MS. Por otro lado, también se ha desarrollado 
software más avanzado para el análisis de las imágenes de los geles 
(Weiss and Görg, 2007; Wheelock and Wheelock, 2008; Dowsey et al., 
2009; Chevalier, 2010; Rabilloud and Lelong, 2011). Los protocolos de 
extracción proteica desarrollados para grupos de proteínas específicos 
pueden subsanar en cierta medida las limitaciones de la 2-DE estándar, 
como es el caso de los análisis de las proteínas de baja abundancia 
(Görg et al., 2004; Görg et al., 2009; Rabilloud and Lelong, 2011; 
Gupta et al., 2016). Dentro del marco del estudio de proteomas 
vegetales, la extracción de proteínas es un paso crítico que determinará 
en gran medida la calidad final de la 2-DE (Saravanan and Rose, 2004; 
Carpentier et al., 2005; Faurobert et al., 2007; Weiss and Görg, 2007; 
de la Fuente et al., 2011). La 2-DE es una tecnología poco automatizada 
y laboriosa que requiere gran experiencia en su uso para poder explotar 
todo su potencial.  
 
La 2-DE de alta resolución permite separar, detectar y cuantificar 
simultáneamente miles de proteínas. Esta técnica se puede aplicar de 
forma rutinaria para estudiar proteínas abundantes y solubles con una 
cantidad de 1-2 ng por spot expresada en más de 103 copias/célula, un 
rango dinámico lineal de aproximadamente tres órdenes de magnitud, 
una masa molecular que abarca desde 15 hasta 150 kDa e intervalos de 
pH de 2,5 a 12 (Görg et al., 2004; Weiss and Görg, 2007; Rabilloud et 
al., 2010). Por tanto, la 2-DE posee suficiente capacidad para separar 
satisfactoriamente la mayoría de las SSPs y VSPs, ya que éstas son 
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proteínas solubles, abundantes y con un rango de Mr (10-130 kDa) y pI 
(2,5-12) dentro de sus límites de resolución (Mouzo et al., 2018a, Görg 
et al., 2004).  
 
La cantidad de proteína de carga en las tiras IPG es un factor clave 
para la obtención de perfiles de alta resolución de las proteínas de 
reserva (Bárta et al., 2012; de la Fuente et al., 2012; López-Pedrouso et 
al., 2014a; Bernal et al., 2017). En la figura 5, se muestran los perfiles 
bidimensionales de la faseolina y la patatina, las principales proteínas 
de reserva de P. vulgaris y S. tuberosum, respectivamente, obtenidos en 
nuestro laboratorio utilizando diferentes cantidades de proteína de carga 
(250 μg y 75 μg) en la tiras IPG. Cuando la proteína de carga es de 250 
μg, se obtiene una imagen óptima del proteoma global, pero las 
proteínas de reserva faseolina y patatina ocupan zonas del gel muy 
saturadas de proteína que impiden su caracterización precisa (Figura 
5a). Esta circunstancia ha sido un factor determinante que ha dificultado 
tradicionalmente la caracterización de las proteínas de reserva en 
estudios previos basados en la 2-DE. Por el contrario, cuando se baja la 
proteína de carga a 75 μg, emergen constelaciones de spots bien 
separados y focalizados que revelan la riqueza de isoformas de la 
faseolina y la patatina y permite avanzar significativamente en su 
estudio (Figura 5b).  En otros casos, las proteínas de reserva no se 
identifican como una única constelación de spots, sino que pueden 
formar varias constelaciones distribuidas por el gel (Figura 6). La 
aplicación de protocolos orientados a la obtención de perfiles 
bidimensionales específicos de las proteínas de reserva tiene la ventaja 
adicional de incrementar la potencia estadística en comparación con los 
protocolos orientados al análisis de los proteomas totales de semilla. 
Esto es, se reduce el coste estadístico por ajuste de la probabilidad en 
test múltiples al considerar un número más reducido de spots. 
 
 









Figure 5. Standard (a) and targeted (b) 2-DE gel images of phaseolin (above) and 
patatin (below) isoforms from common bean (P. vulgaris) seeds and potato (S. 
tuberosum) tubers. Standard 2-DE gels were obtained from 250 μg of total seed 
protein or total tuber protein extracts loaded into 24-cm-long IPG strips of linear 
pH gradient 4–7 in the first dimension. The second dimension (SDS-PAGE) was run 
on 12% (w/v) SDS-PAGE gels. Gels were subsequently stained with SYPRO Ruby 
fluorescent stain. Targeted 2-DE gel images for high-resolution profiles were 
obtained under the same conditions but using only 75 μg of total protein extracts. 




Figure 6. Gel image of high-resolution profile of soybean (G. max) storage 
proteins (β-conglycinin and glycinin subunits) obtained by the targeted 2-DE. 
 
 
La 2-DE es especialmente útil para el estudio de las modificaciones 
postraduccionales (PTMs) como las fosforilaciones y glicosilaciones 
que cambian el pI y/o la Mr de las proteínas (Rabilloud and Lelong, 
2011; Rabilloud, 2014). Los mapas bidimensionales de las proteínas de 
reserva se pueden implementar con la identificación y cuantificación de 
las isoformas fosforiladas y glicosiladas (Figura 7). La tinción Pro-Q 
(Pro-Q Diamond Phosphoprotein Stain) es comúnmente utilizada para 
la identificación y cuantificación en gel de fosfoproteínas (Agrawal and 
Thelen, 2005; Han and Yang, 2016). Sin embargo, los estudios 
realizados en la faseolina y la patatina muestran que el método de 
desfosforilación química de fosfoproteínas mediante fluoruro de 
hidrógeno-piridina (HF-P) desarrollado por el equipo del Premio Nobel 
en Química de 2002, Kōichi Tanaka, es más preciso para cuantificar el 
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nivel de fosforilación proteica que la tinción Pro-Q (Kuyama et al., 
2003; López-Pedrouso et al., 2014b; Bernal et al., 2017). Por el método 
de defosforilacion con HF-P, la reducción de volumen de los spots 
defosforilados con respecto al de los spots no defosforilados permite 





Figure 7. Gel images of differentially phosphorylated 
(P) and glycosylated (G) isoforms of phaseolin (above) 
and patatin (below) obtained by targeted 2-DE. 
 
 
La 2-DE aporta claras ventajas para el estudio de las proteínas de 
reserva en comparación a tecnologías gel-free basadas en MS que 
típicamente requieren la digestión química o enzimática de proteínas en 
péptidos para generar los espectros de MS/MS (Silva-Sanchez et al., 
2015). La redundancia de péptidos y sitios de fosforilación entre las 
isoformas de proteínas dificulta la asignación de péptidos específicos a 
una sola isoforma (Rabilloud, 2014). En particular, es preciso tener en 
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cuenta que las diferentes isoformas de las proteínas de reserva son 
codificadas por familias génicas, por lo que comparten una gran porción 
de su secuencia. Esto es debido a mecanismos de evolución concertada 
por entrecruzamientos desiguales y conversión génica (Graur and Li, 
2000). En el caso de las isoformas de patatina, la homología de 
secuencia entre los miembros de la familia génica es de al menos el 90% 
(Mignery et al., 1984; Mignery et al., 1988). Por otro lado, muchos 
factores pueden inducir a conclusiones erróneas cuando se lleva a cabo 
un análisis de PTMs a través de MS. Algunos de estos factores son la 
co-elución de péptidos, la falta de reproducibilidad, la pérdida del 
grupos fosfato durante la ionización, la transferencia de fosfatos a 
residuos aceptores o el escaso número de réplicas biológicas que se 
utilizan habitualmente (Gonzalez-Sanchez et al., 2013; Rabilloud, 
2014; Kim et al., 2015). También, cabe destacar que estas limitaciones 
son aplicables a otras metodologías basadas en MS utilizadas en 
proteómica cuantitativa. Entre ellas podemos destacar el caso del 
etiquetado de isótopos estables con aminoácidos en cultivo celular 
(SILAC) o las etiquetas isobáricas para la cuantificación relativa y 
absoluta (iTRAQ). Por otra parte, el enriquecimiento de fosfopéptidos 
suele ser previo al análisis de MS debido a las cantidades 
subestequiométricas en las que se encuentran muchas fosfoproteínas en 
las muestras biológicas (Gonzalez-Sanchez et al., 2013; Silva-Sanchez 
et al., 2015). Sin embargo, cuando se trata de proteínas de reserva no es 
necesario el enriquecimiento debido a la gran abundancia de las 
proteínas fosforiladas. Hoy en día existen diferentes métodos de 
enriquecimiento de fosfopéptidos como la cromatografía de afinidad de 
metales inmovilizados (IMAC) y el dióxido de titanio (TiO2). Pese a 
que estos métodos son útiles a la hora de identificar los sitios de 
fosforilación, tienen como contrapartida la dificultad de poder evaluar 
de manera fidedigna los cambios cuantitativos relativos entre 
isoformas.  
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Por último, las glicosilaciones de las isoformas de proteínas de 
reserva pueden ser detectadas y cuantificadas a través de diferentes 
metodologías. Entre ellas se encuentra la tinción fluorescente Pro-Q 
Emerald, específica de la glicoproteína en gel (Mehta-D’souza, 2012) 
o la desglicosilación enzimática del extracto proteico (de la Fuente et 
al., 2012). También se puede recurrir al enriquecimiento de 
glicopéptidos mediante una columna de cromatografía líquida de 
interacción hidrofílica zwitteriónica o una cromatografía de afinidad en 
una columna de concanavalina-A-sefarosa (Duranti et al., 1994; Dam 
et al., 2013). Sin embargo, las proteínas de reserva glicosiladas se 
pueden identificar eficientemente por su cambio de Mr en geles 2-DE 
(de la Fuente et al., 2012; Bernal et al., 2017). Por otra parte, los 
péptidos glicosilados son difíciles de identificar mediante MS debido a 
sus cambios de hidrofobicidad/ hidrofilidad (Rabilloud et al., 2010).  
4.1.3 Avances en la biología de las proteínas de reserva 
Un gran número de estudios basados en mapas de 2-DE han 
contribuido sustancialmente a la caracterización de proteínas, 
subunidades e isoformas de las proteínas de reserva. Además, se ha 
determinado su abundancia relativa en semillas, sus PTMs, los efectos 
selectivos de las mutaciones y las variaciones tanto cuantitativas como 
cualitativas entre variedades (Barbier-Brygoo and Joyard, 2004; Chen 
and Harmon, 2006; Jorrín et al., 2007; Kersten et al., 2009; Miernyk 
and Hajduch, 2011; Bárta et al., 2012; de la Fuente et al., 2012; 
Miernyk, 2014; López-Pedrouso et al., 2014a, b; Silva-Sanchez et al., 
2015; Bernal et al., 2017; Ghatak et al., 2017). Incluso, a través de los 
mapas de 2-DE se ha aportado una valiosa información sobre los 
cambios dinámicos de las proteínas de reserva durante el desarrollo y la 
germinación de las semillas (Bernal et al., 2019). 
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4.1.3.1 Desarrollo de las semillas 
Durante el crecimiento del embrión y el llenado de la semilla, las 
proteínas de reserva se acumulan siguiendo patrones variables. Estos 
patrones difieren dependiendo del cultivo y del tipo de proteína de 
reserva. Gallardo et al. (2007) observaron que las principales proteínas 
de reserva de la leguminosa modelo Medicago truncatula L. (11S 
leguminas y 7S vicilinas) eran sintetizadas en una secuencia temporal 
específica. Además, se observó que se acumulan diferentes cantidades 
relativas durante el desarrollo de la semilla. Los cambios temporales en 
abundancia proteica se evaluaron mediante la 2-DE y la posterior 
identificación proteica se realizó a través de MALDI-TOF y nano-LC-
MS/MS. Cabe destacar el hallazgo de una evolución paralela en la 
expresión del gen pII. Dicho gen está implicado en la regulación de la 
síntesis de arginina, el cual es un aminoácido necesario para la síntesis 
de proteínas de reserva. Guo et al. (2012) a través de su estudio de 2-
DE acoplada a MALDI-TOF/TOF MS pudieron concluir que cinco 
tipos de proteínas de reserva del trigo se acumulaban diferencialmente 
durante el desarrollo de los granos: γ-gliadinas, globulinas, proteínas 
similares a la avenina, triticinas y subunidades de glutenina LMW-S. 
Además, también consiguieron demostrar que para dos variedades de 
trigo tanto las subunidades de glutelina LMW-S como las de triticinas 
presentaban una abundancia diferencial en las últimas etapas del 
desarrollo de la semilla. Sin embargo, las napinas, crucíferinas y 
oleosinas de la semilla de colza (Brassica napus L.) solo se acumulan 
durante las etapas tempranas y medias del desarrollo (Borisjuk et al., 
2013; Gacek et al., 2018). Recientemente, se ha encontrado a través de 
análisis cuantitativos con 2-DE acoplada a MALDI-TOF/TOF MS que 
las isoformas de faseolina y patatina se acumulan diferencialmente 
durante el desarrollo, tanto dentro como entre cultivares de judía y 
patata respectivamente (Bárta et al., 2012; de la Fuente et al., 2012; 
López-Pedrouso et al., 2014a, b; Bernal et al., 2017). El análisis de 
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estos estudios en conjunto sugiere que la acumulación diferencial de las 
proteínas de reserva durante el desarrollo es de gran significación para 
su movilización en la germinación. 
 
En relación con las PTMs, la fosforilación reversible es una de las 
más frecuentes y más ampliamente estudiadas. Estas se encuentran en 
gran variedad de procesos biológicos de importancia como el ciclo 
celular, la apoptosis, el metabolismo, la localización subcelular o las 
vías de transducción de señales (Friso and van Wijk, 2015; Silva-
Sanchez et al., 2015; Yin et al., 2018). Para conocer el papel que juegan 
estas PTMs en el desarrollo de la semilla son de vital importancia los 
estudios de cambios de fosforilación temporal en las proteínas de 
reserva. En los últimos años ha habido un incremento considerable de 
los análisis sobre fosforilación en SSPs durante el desarrollo, dormancia 
y germinación de semillas (Tilley and Schofield, 1995; Facchiano et al., 
1999; Agrawal and Thelen, 2006; Irar et al., 2006; Wan et al., 2007; 
Ghelis et al., 2008; Guo et al., 2012; Meyer et al., 2012; Quiroga et al., 
2013; Kovaleva et al., 2013; Han et al., 2014; López-Pedrouso et al., 
2014a; Dong et al., 2015). Por otro lado, Bernal et al. (2017) han 
aportado las primeras pruebas de fosforilaciones en VSPs a través de 
estudios realizados en patata.  
 
Diferentes estudios de fosfoproteómica han mostrado como las 
proteínas de reserva se encuentran abundantemente fosforiladas y 
desempeñan un papel clave en el desarrollo de la semilla. Meyer et al. 
(2012) estudiaron el desarrollo de semillas de soja, colza y Arabidopsis 
en cinco etapas posteriores a su floración. Llegaron a identificar 2.001 
fosfopéptidos y 1.026 sitios de fosforilación en 956 proteínas no 
redundantes, incluyendo las proteínas de reserva. Cabe destacar que el 
25% de dichas fosfoproteínas eran proteínas de reserva con el motivo 
de fosforilación X-S-D-X. Mapas realizados a través de 2-DE con una 
previa desfosforilación mediante HF-P mostraron altos niveles de 
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fosforilación en las isoformas de las proteínas de reserva. 
Concretamente, las tasas de fosforilación promedio de las isoformas de 
faseolina y patatina, medidas a través del coeficiente PR 
(Phosphorylation Rate), fueron  de 46-63% y 34% respectivamente 
(López-Pedrouso et al., 2014b; Bernal et al., 2017).  
 
Los mapas basados en la 2-DE han demostrado que las isoformas 
fosforiladas de las proteínas de reserva siguen también patrones muy 
variables durante el llenado de las semillas. Un primer estudio de 
Agrawal and Thelen (2006), enfocado a la detección y cuantificación 
de fosfoproteínas en semillas de colza en desarrollo, mostró que el 40% 
de las subunidades de crucíferas fosforiladas aumentaban durante el 
proceso de llenado de las semillas. Sin embargo, las subunidades 
fosforiladas restantes disminuían con el desarrollo de las semillas. Estos 
datos concuerdan con los resultados obtenidos por Meyer et al., (2012) 
a través de mapas basados en la 2-DE acoplados con Pro-Q DPS y LC-
MS/MS. En ellos se observaron como algunas subunidades de 
cruciferina fosforilada se encontraban sobrerrepresentadas en la etapa 
de maduración tardía del desarrollo de la semilla. Protocolos de 2-DE 
orientados al estudio específico de las proteínas de reserva revelaron 
que la PR en diferentes isoformas de faseolina y patatina de la 
semilla/tubérculo inactivo se encontraban en el rango de 13-82% y 5-
52% respectivamente (López-Pedrouso et al., 2014b; Bernal et al., 
2017). 
 
En los cambios de fosforilación de las SSPs y VSPs que ocurren en 
respuesta al desarrollo de la semilla y cambios ambientales, subyacen 
complejos mecanismos reguladores que no se conocen todavía lo 
suficiente. El control de los niveles de fosforilación/desfosforilación 
tiene lugar a través de la interacción de quinasas, fosfatasas y 
fitohormonas que participan en las redes de señalización y metabólicas. 
Como por ejemplo la proteína CK2, una Ser/Thr quinasa eucariótica 
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con efectos pleiotrópicos que participa en la regulación del crecimiento. 
Esta proteína también está involucrada en la señalización de ácido 
abscísico (ABA) (Mulekar and Huq, 2014; Vilela et al., 2015; 
Montenarh and Götz, 2018). Irar et al. (2006) usando mapas de 2-DE 
junto con la cromatografía de fosfoafinidad para el enriquecimiento de 
fosfoproteínas encontraron fosforilaciones probables de las proteínas de 
reserva de la semilla de Arabidopsis. Además, partiendo de datos de 
MALDI-TOF MS y LC MS/MS a través de predicciones in silico de los 
sitios de fosforilación observaron una mayor probabilidad de 
fosforilación en los residuos de serina debidos a CK2. Por otra parte, la 
fosfatasa 1 insensible al ABA (ABI1) es un regulador negativo de la 
señal de ABA que interactúa con las proteínas vinculadas al sistema 
ubiquitina-proteasoma (UPS) (Gosti et al., 1999; Ludwików, 2015). 
Wan et al. (2007) demostraron que, durante el desarrollo de la semilla, 
las cruciferinas de Arabidopsis thaliana pueden ser un blanco para la 
ABI1. Asimismo, los niveles de fosforilación de la cruciferina pueden 
ser regulados por la ABI1. A su vez, también se observaron niveles 
diferenciales de fosforilación de tirosina en mutantes ABI1 y tipos 
silvestres. Esto sugiere que la fosforilación de Tyr está involucrada en 
la señalización de ABA. 
4.1.3.2 Germinación de las semillas 
Análisis proteómicos revelaron que la acumulación de proteínas de 
reserva puede continuar tanto en el inicio de la germinación como en 
etapas tardías del desarrollo de semilla. Chibani et al. (2006) 
documentaron mediante 2-DE acoplada a MALDI-TOF MS como en 
Arabidopsis los precursores de las cruciferinas se acumulaban durante 
las últimas etapas del desarrollo de la semilla a través de la síntesis de 
novo. La comparativa de los perfiles bidimensionales de patatina entre 
tubérculos que iniciaron la germinación y los inactivos permitieron 
comprender mejor el estado metabólico de las proteínas de reserva 
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después de la rotura de la dormancia. Lehesranta et al. (2006) 
estudiando el cultivar Desiree demostraron la existencia de diferencias 
temporales en la abundancia de patatina a lo largo del ciclo del 
tubérculo.  Concretamente observaron que la mayoría de las isoformas 
aumentan durante el desarrollo, presentando grandes cantidades a la 
salida de la dormancia.  Cantidades que se mantienen constantes hasta 
que el tubérculo ha brotado completamente. Es en ese momento, cuando 
las isoformas empiezan a disminuir su abundancia. Estos resultados se 
encuentran apoyados por estudios de cDNA-AFLP y EST que 
demuestran que las isoformas de patatina continúan expresándose al 
comienzo de la brotación del tubérculo (Bachem et al., 2000; Ronning 
et al., 2003).  
 
Los cambios tanto en abundancia como en fosforilación de las 
proteínas de reserva han sido monitorizados a través de mapas de 2-DE 
(Ghelis et al., 2008; Han et al., 2014; López-Pedrouso et al., 2014b; 
Dong et al., 2015). Ghelis et al. (2008) observaron que las cruciferinas 
de Arabidopsis tratadas con ABA exhibían niveles de fosforilación más 
altos que las semillas control. Por otra parte, Han et al. (2014) a través 
de la 2-DE acoplada con Pro-Q DPS y MALDI-TOF/TOF MS 
detectaron que el pico de fosforilación en las cupinas del arroz coincidía 
con la etapa tardía de germinación y degradación de la proteína. En 
trigo, Dong et al. (2015) demostraron un aumento de la abundancia de 
globulinas fosforiladas posterior a la imbibición de la semilla. Mediante 
el análisis de perfiles de 2-DE acoplados con HF-P de la faseolina, se 
revelaron cambios en la fosforilación durante la transición de semilla 
seca a la etapa de germinación (López-Pedrouso et al., 2014b). Las 
modificaciones del estado de fosforilación que no pueden ser 
explicados por cambios de abundancia de la proteína, sugieren un papel 
funcional de las mismas (Kim et al., 2015). Las isoformas de faseolina 
altamente fosforiladas son preferencialmente degradadas en la 
germinación de la semilla. Estos resultados apoyan la conclusión de que 
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la degradación dependiente de fosforilación desempeña un papel 
importante en la movilización de la faseolina. Se ha sugerido que la 
fosforilación puede provocar cambios conformacionales en la proteína, 
promoviendo su movilización durante la germinación (Wan et al., 
2007). En general, se desconocen los lugares de fosforilación, las rutas 
moleculares y las quinasas/fosfatasas implicadas en este proceso.  
 
Por otra parte, las glicosilaciones están relacionadas con procesos 
biológicos como el plegamiento y la estabilidad de proteínas, las 
interacciones proteína-proteína o la interacción con componentes de 
membrana (Baginsky, 2009; Strasser, 2014, 2016). La principal 
modificación co- y postraduccional en plantas es la glicosilación ligada 
a asparagina (Lerouge et al., 1998). A través de la aplicación de diversas 
técnicas moleculares se ha podido identificar isoformas glicosiladas en 
una gran variedad de especies vegetales y tipos de proteínas de reserva. 
Entre ellas se encuentran las globulinas (7S- y 11S-globulinas y 
convicilina), prolaminas (γ3-hordein), albuminas (3S albuminas), 
glutelinas, patatinas y lectinas (Koshiyama, 1966; Ericson and 
Chrispeels, 1973; Basha and Beevers, 1976; Hall et al., 1977; Eaton-
Mordas and Moore, 1978; Badenoch-Jones et al., 1981; Sengupta et al., 
1981; Weber et al., 1981; Chrispeels et al., 1982; Bollini et al., 1983; 
Lioi and Bollini, 1984; Paaren et al., 1987; Sturm et al., 1987; Duranti 
et al., 1988, 1994, 1995a, b; Kolarich and Altmann, 2000; López-
Torrejón et al., 2003; Lauer et al., 2004; Vaz et al., 2004; Fukuda et al., 
2007; Marsh et al., 2011; de la Fuente et al., 2012; Picariello et al., 
2013; Santos et al., 2013; Schiarea et al., 2013; Dam et al., 2013; 
Kumari et al., 2016).  
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4.1.4 Áreas de aplicación en el cultivo de las semillas 
4.1.4.1 Calidad de las semillas 
Un rasgo esencial en los programas de mejora de las semillas es la 
calidad proteica. La calidad proteica de las semillas depende 
principalmente de la composición de aminoácidos esenciales (EAA), el 
contenido total y la digestibilidad. Las semillas son a menudo 
deficientes en EAA como lisina, triptófano, treonina y metionina. A 
modo de ejemplo, la soja y la judía común son deficientes en metionina 
(Zarkadas et al., 2007; Waglay et al., 2014). Sin embargo, existen 
excepciones como es el caso de la lisina, limitante en la mayoría de los 
cereales que puede encontrarse en altas concentraciones en tubérculos 
de patata (Waglay et al., 2014). Las proteínas de reserva, debido a su 
gran abundancia, determinan en gran medida la calidad de la proteína 
de la semilla. En el caso concreto de los cereales, la abundancia relativa 
de las prolaminas es clave para la calidad proteica debido a su 
deficiencia en EAA (Yadav and Singh, 2011). A modo de ejemplo, la 
prolamina zeína del maíz es deficiente en lisina y triptófano seguido de 
metionina. Esto es especialmente relevante puesto que la zeína 
representa entre el 50 y 70% de la proteína total (Kirihara et al., 1988; 
Lund et al., 1995; Gibbon et al., 2003). La combinación de distintas 
proteínas de reserva también puede ser determinante para la calidad 
final de la fracción proteica de las semillas. A título de ejemplo, la 
conglicina y la glicinina son las principales SSPs de la soja, pero la 
glicinina contiene de tres a cuatro veces más aminoácidos azufrados que 
la conglicina (El-Shemy et al., 2007).  
 
Los mapas 2-DE son una herramienta útil a la hora de seleccionar 
aquellas variedades con isoformas de proteínas de reserva que estén 
vinculadas con una mejora de la calidad proteica. En el caso del arroz, 
las variedades silvestres son una fuente de recursos genéticos para la 
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mejora nutricional del cultivo. Esto se puede lograr a través del aumento 
del contenido de glutelinas en detrimento de las prolaminas (Jiang et 
al., 2014, 2016). La comparativa de geles de 2-DE de variedades de 
arroz cultivado y silvestre reveló nuevas subunidades y precursores de 
glutelina en el arroz silvestre (Jiang et al., 2014). Además, se encontró 
que el contenido de glutelina del arroz silvestre chino (Zizania latifolia 
(Griseb.) Turcz.) duplicaba el contenido del cultivo de arroz Indica 
(Jiang et al., 2016). Zarkadas et al. (2007) demostraron mediante 
análisis de 2-DE la gran variabilidad en abundancia que existe en el 
contenido de glicinina y la β-conglicinina en variedades de soja. A 
través de esta misma técnica, López-Pedrouso et al. (2014a) mostraron 
que las distancias proteómicas entre diferentes variedades salvajes y 
cultivadas de la judía común calculadas a partir de la faselina permiten 
identificar cultivares atípicos con una mayor cantidad de metionina.  
 
Existen diferentes agentes evolutivos que modelan la estructura 
genética de las poblaciones y pueden generar y/o mantener asociaciones 
no aleatorias entre alelos de distintos loci (desequilibrio de ligamiento 
o gamético). Como es el caso de los efectos fundadores, cuellos de 
botella, endogamia o selección (Hedrick, 2005). Estos factores o 
combinaciones de ellos operan habitualmente en las poblaciones 
utilizadas en los programas de mejora vegetal. En consecuencia, las 
proteínas de reserva codificadas por familias génicas pueden ser 
utilizadas para la detección de QTL en desequilibrio implicados en 
caracteres de calidad. En este contexto, varios estudios muestran que el 
contenido en patatina puede estar correlacionado con la calidad 
nutricional proteica, el contenido de almidón y el peso medio de los 
tubérculos de patata (Bárta and Bártová, 2008; Bártová et al., 2015). 
 
La mejora de la calidad de la semilla a través de las proteínas de 
reserva se abordó mediante diferentes estrategias basadas en 
transgénicos. Una de las estrategias se basa en la expresión ectópica de 
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transgenes codificadores de las proteínas de reserva de alta calidad, 
corrigiendo las deficiencias de la semilla. Shekhar et al. (2016) 
introdujeron en la batata (Ipomoea batatas L.) el gen de albúmina 
AmA1 de Amaranthus hypochondriacus a través de Agrobacterium. 
AmA1 es rica en todos los EAA, mientras que la batata es deficiente en 
triptófano y aminoácidos azufrados. Los mapas 2-DE revelaron que los 
tubérculos de batata transgénicos presentaban un mayor número de 
spots, sugiriendo que la sobreexpresión de AmA1 tiene un efecto 
marcado en la adquisición de nutrientes, facilitando un aumento global 
del contenido proteico y de aminoácidos. Otros enfoques basados en 
transgénicos también han conseguido la sobreexpresión de una proteína 
de reserva concreta, cuya calidad es superior al conjunto restante de 
proteínas. Por ejemplo, la sobreexpresión de glicina en la semilla de 
soja permite el aumento de los aminoácidos azufrados. Esto es debido 
a que la glicina se correlaciona negativamente con el contenido de β-
conglicinina (Ogawa et al., 1989). Por otro lado, El-Shemy et al. (2007) 
transformaron embriones de soja con un gen de proglicina quimérico 
codificante de una glicina rica en metionina. La acumulación de glicina 
fue revelada mediante la comparación de perfiles de 2-DE entre líneas 
de soja transgénicas y no transformadas.  
4.1.4.2 Longevidad de las semillas 
La longevidad de las semillas secas es un rasgo complejo y esencial 
para la conservación de la biodiversidad de las plantas cultivadas. Las 
variables que afectan tanto a la longevidad como al vigor de la 
germinación pueden ser abióticas y bióticas. Entre ellas se incluyen las 
condiciones de almacenamiento como la temperatura y humedad y 
factores genéticos (Bewley and Black, 1994; Sugliani et al., 2009; 
Dobiesz et al., 2017). Existen evidencias que indican que los sistemas 
antioxidantes son deteriorados durante el envejecimiento de la semilla, 
conduciendo a la acumulación de especies reactivas de oxígeno (ROS) 
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y al daño oxidativo (Rajjou et al., 2008; Nguyen et al., 2015; Yin et al., 
2018). Las SSPs debido a su abundancia y alta afinidad a la oxidación 
se someten a una extensa oxidación durante el almacenamiento a largo 
plazo. Estas suelen ser a menudo carbonilaciones (Rajjou et al., 2008; 
Kalemba and Pukacka, 2014; Nguyen et al., 2015; Sano et al., 2015). 
El estudio del envejecimiento de la semilla del arroz, a través de 2-DE 
acoplada a western blotting con anticuerpos antidinitrofenil hidrazona, 
reveló que las SSPs carboniladas se acumulan en el nodo crítico del 
envejecimiento. Esto provoca una rápida disminución de la viabilidad 
de la semilla (Yin et al., 2018). Nguyen et al. (2015) a partir del análisis 
proteómico de mutantes para cruciferina en Arabidopsis basados en 2-
DE y LC-MS / MS propuso que las SSPs pueden ser amortiguadoras 
del estrés oxidativo de las semillas. De esta forma las SSPs son capaces 
de proteger proteínas relevantes para la germinación y el desarrollo de 
plántulas. Dobiesz et al. (2017) haciendo uso de esta misma técnica, 
informaron que las conglutinas β y δ pueden ser un biomarcador útil de 
la viabilidad de semillas del altramuz (Lupinus luteus L.) durante el 
almacenamiento a largo plazo.   
4.1.4.3 Otras aplicaciones 
El análisis de las proteínas de reserva mediante perfiles 2-DE 
también ha contribuido al desarrollo de otras áreas de aplicación, como 
antifúngicos, antibacterianos y la susceptibilidad a insectos (Flores et 
al., 2002; Palomares et al., 2005; Collins et al., 2010; Senakoon et al., 
2015), sensibilidad al gluten (van den Broeck et al., 2011; García-
Molina et al., 2017), la identificación de alérgenos (Palomares et al., 
2005), el estrés por sequía (Hajheidari et al., 2007; Zhang et al., 2014), 
la identificación de variedades de trigo en harinas mezcladas (Yahata et 
al., 2005) y la producción a gran escala de proteínas terapéuticas (Kim 
et al., 2008). 
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4.1.5 Conclusiones generales y perspectivas 
En este capítulo se muestra como el uso de la 2-DE acoplada a MS 
es de gran relevancia para avanzar en el conocimiento de las isoformas 
de las proteínas de reserva, sus cambios dinámicos durante el desarrollo 
y la germinación de semillas en una amplia diversidad de plantas. 
Incluso en importantes campos relacionados con la mejora de las 
semillas. Por esta razón, se espera que el empleo de la 2-DE siga en los 
próximos años debido a su alta eficiencia en la caracterización de las 
proteínas de reserva en diferentes escenarios biológicos. La proteómica 
basada en gel y shotgun son estrategias alternativas que poseen ventajas 
y limitaciones, pero se complementan entre sí. El uso conjunto de estas 
metodologías probablemente seguirá siendo necesario en el futuro para 
comprender la compleja biología de las proteínas de reserva. No 
obstante, a pesar del progreso significativo alcanzado en las últimas 
décadas, la proteómica se enfrenta a grandes desafíos en los próximos 
años para desentrañar el complejo rompecabezas molecular de las redes 
reguladoras que subyacen a las actividades, funciones e interacciones 
de las proteínas de reserva durante el ciclo de vida de las semillas.  
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4.2 CAPÍTULO SEGUNDO: ASOCIACIÓN DE DISTANCIAS 
PROTEÓMICAS BASADAS EN LA PATATINA CON 
PARÁMETROS DE CALIDAD DE LA PATATA 
 
Este capítulo reproduce contenidos del siguiente artículo:  
 
                           Association of Patatin-Based Proteomic Distances with Potato 
(Solanum tuberosum L.) Quality Traits 
 
Mouzo, D.; López-Pedrouso, M.; Bernal, J.; García, L.; Franco, D.; Zapata C. 
 J. Agric. Food Chem. 2018, 66, 11864−11872. 
 
4.2.1 Perfiles de 2-DE de la patatina en cultivos de patata 
Los perfiles de 2-DE de alta resolución de patatina de los 15 
cultivares analizados en este estudio se muestran en la figura 8. Solo se 
consideraron para el análisis aquellos spots reproducibles en réplicas 
biológicas y previamente identificados como patatinas mediante MS 
(Bernal et al., 2017). En concreto, los spots de los patrones de patatina 
de mayor Mr no fueron los suficiente reproducibles entre réplicas (ver 
figura 8), posiblemente debido a que contenían isoformas precursoras 
de patatina (Lehesranta et al., 2006). Las imágenes de los geles de 2-
DE mostraron, de acuerdo con las observaciones previas, que los 
perfiles de patatina eran cualitativamente heterogéneos entre cultivares 
(Bárta et al., 2012). El número de spots varió entre 9 (cultivar Desiree) 
y 22 (cultivar Lady Claire), con un promedio (± SE, error estándar) de 
16,9 ± 0,8. Además, la variabilidad de las patatinas no solo depende del 
número de spots, sino también de sus diferencias en Mr y pI. Por 
ejemplo, en el caso de los cultivares Amanda y Ambassador, ambos 
exhibieron el mismo número de spots (18 spots). Sin embargo, parte de 
los spots exhibieron una Mr y/o un pI distintos. Cabe destacar que cada 
cultivar presentó un perfil de patatina único y reproducible a través de 
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réplicas técnicas. Incluso se obtuvieron perfiles reproducibles de 
muestras de variedades cultivadas en diferentes zonas geográficas 
(Anexo II). Por lo tanto, esto sugiere que los perfiles cualitativos de 
patatina obtenidos por la 2-DE tienen una fuerte base genética. 
 
 
Figure 8. 2-DE images of patatin isoforms obtained from 15 potato cultivars. The 
polygons delimit reproducible 2-DE spots used for the comparison of patatin 
profiles. Location of the molecular mass marker ovalbumin (45.0 kDa) is 
indicated on the gel of the cultivar Agria. 
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4.2.2 Distancia proteómica entre cultivares 
Las distancias proteómicas entre todos los pares posibles de 
cultivares basadas en los perfiles 2-DE de la patatina se midieron con 
el coeficiente D. Como se observa en la figura 9A las distancias 
proteómicas experimentaron una variación notable entre cultivares. Los 
valores de D variaron desde un mínimo del 13% (Lady Rosetta vs. Ivory 
Russet) hasta un máximo del 93% (Montblanc vs. Desiree) y 
presentaron un valor promedio (± SE) del 52,5 ± 1,6 %. El análisis de 
agrupamiento UPGMA realizado a partir de la matriz de distancias 
proteómicas dio lugar a la identificación de un grupo con solo dos 
cultivares (Desiree y Kuras), claramente separado del resto de los 
cultivares (Figura 9B). La distancia proteómica (D) media (± SE) de 
Kuras y Desiree fue de 67 ± 0,02%, mientras que en los cultivares 
restantes la distancia proteómicaa fue significativamente inferior con 
un valor medio de 47 ± 0,02% (valor P < 0,05; test U de Mann-
Whitney). Estos datos concuerdan con estudios genéticos y 
proteómicos previos. La construcción de árboles filogenéticos 
construidos a partir de secuencias de cDNA de la patatina e inhibidores 
de proteasa Kunitz revelaron que Kuras es un cultivar claramente 
diferenciado genéticamente del resto de cultivares (Jørgensen et al., 
2006). Por otra parte, cabe destacar que el cultivar Desiree es el único 
genotipo diploide de este estudio y que cultivares diploides y 
tetraploides están netamente diferenciados a nivel proteico (Lehesranta 
et al., 2005). En conjunto, estas observaciones sugieren que las 
isoformas de patatina pueden ser un valioso marcador de la 








Figure 9. (A) Proteomic distance (D) between high-resolution 2-DE patatin profiles of the 15 potato cultivars. (B) UPGMA 
cluster analysis constructed from proteomic distances (D) between pairs of potato cultivars. 
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4.2.3 Contenido de nutrientes de los cultivares 
La calidad del tubérculo para cada uno de los 15 cultivares fue 
evaluada a partir del contenido de nutrientes siguiente: cenizas, materia 
seca, azúcares reductores, almidón, proteínas y aminoácidos. Los 
valores promedio (± SE) de las cantidades relativas de cada nutriente 
(en porcentaje) para cada cultivar se muestran en las tablas 5 y 6. Como 
se puede observar, las diferencias entre los cultivares dependen en gran 
medida del tipo de nutriente. Así, la tabla 5 muestra que el coeficiente 
de variación (CV) fue mayor para el contenido de azúcares reductores 
(50,8%), almidón (34,2%), proteínas (22,3%) y cenizas (17,2%) que 
para el contenido de materia seca (13%). En particular, el contenido 
relativo de proteína varió entre 1,30 (cultivar Orchestra) y 3,17% 
(cultivar Lady Rosetta). Estos resultados están de acuerdo con la 
variabilidad en la cantidad de proteína de tubérculo total estimada en 
estudios previos (Bártová et al., 2015; Calliope et al., 2018). En el 
estudio no se detectó ninguna relación consistente entre el contenido 
proteico y el contenido del resto de nutrientes (P > 0,05; test de 
correlación de rango de Spearman). Por el contrario, Leonel et al. 
(2017) encontraron una correlación positiva entre la abundancia de 
proteínas en cinco cultivares de patata y los contenidos de ceniza y 
almidón, y una correlación negativa con los contenidos de materia seca 
y azúcar. La discrepancia entre estudios podría atribuirse a un 
crecimiento diferencial de las patatas y/o a la existencia de diferencias 
genéticas entre los cultivares de los distintos estudios. En nuestro caso, 
los tubérculos se desarrollaron en un conjunto más amplio de 
condiciones ambientales lo que supone un aumento de las fuentes de 
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Table 5. Ash, Dry Matter, Reducing Sugars, Starch and Protein Content in 
Tubers of Different Potato Cultivars. 
 Nutrient content (%) 
cultivar Ash Dry matter Reducing 
sugars Starch Protein 




































































































































































17.2% 13.0% 50.8% 34.2% 22.3% 























































































































































His 31.7 38.2 32.3 34.9 20.6 40.3 41.0 30.7 31.6 30.8 39.7 50.2 34.4 25.8 23.7 22.8 
Ile 55.6 66.3 55.1 60.5 25.9 60.6 64.9 68.4 49.3 49.7 64.2 79.0 52.1 40.3 37.8 26.4 
Leu 115.8 139.7 113.1 129.7 53.9 103.1 128.9 145.9 96.5 107.4 109.2 164.5 112.0 65.6 60.9 28.9 
Lys 116.7 137.2 109.2 123.8 72.5 114.9 131.8 128.0 106.3 110.7 123.6 167.1 117.1 86.9 79.8 22.2 
Met 18.9 13.2 10.8 14.7 13.9 17.0 10.6 10.5 16.5 26.4 21.4 21.3 10.3 11.3 8.2 37.9 
Phe 77.3 95.0 87.1 83.3 52.8 73.2 98.4 93.4 68.5 68.5 81.9 112.7 73.4 66.4 67.7 19.9 
Thr 71.0 84.0 71.1 78.5 39.8 59.6 74.1 80.9 59.1 70.0 67.7 104.7 79.3 39.9 41.8 26.7 
Val 79.0 89.0 87.8 88.4 54.6 90.7 93.9 91.7 80.4 74.6 99.5 105.7 84.7 78.2 69.1 16.6 









Arg 123.8 151.3 146.8 121.5 64.6 129.4 113.1 119.1 101.4 102.8 176.9 199.6 118.7 112.8 106.3 26.3 
Asp 557.7 413.4 370.5 556 322.2 506.5 309.5 378.1 422.0 269.3 606.2 483.3 281.0 275.3 519.8 28.2 
Cys 26.2 36.6 13.9 26.9 14.5 26.3 31.3 28.1 16.6 26.2 22.8 34.5 27.0 13.3 14.9 115.6 
Glu 269.1 246 317.9 370.3 182.1 282.5 297.6 313.9 240.2 221.4 383.5 283.8 319.7 345.8 281.7 20.2 
Gly 60.7 76.8 56.9 64.2 34.9 59.6 70.8 74.1 50.9 65.5 54.7 86.6 70.3 39.3 35.1 26.0 
Pro 171.5 263.8 218.2 209.1 229.3 324.3 436.2 314.9 221.8 178.4 261.0 340.1 282.9 279.6 268.2 28.2 
Ser 66.2 85.5 68.6 73.0 38.7 67.3 87.6 82.7 61.7 81.8 64.5 96.7 89.7 51.9 54.4 23.6 




 1944 2057 1876 2165 1290 2051 2160 2098 1715 1593 2287 2481 1875 1628 1747 17.5 
PDCAAS  34.7 23.0 20.4 24.3 37.1 29.6 17.5 17.6 33.8 58.9 33.6 30.5 19.6 24.7 16.7 40.9 
EAAI  63.1 66.4 62.1 59.6 52.2 60.5 60.5 61.15 64.4 75.9 58.9 69.3 61.5 54.1 46.4 12.4 




El análisis de los perfiles de aminoácidos para los 15 cultivares se 
muestran en la tabla 6. Se puede observar que tanto la lisina como la 
leucina son los EAA más frecuentes en todos los cultivares. Mientras 
que por otro lado, la metionina siempre es el EAA que se encuentra con 
una menor frecuencia. Para la mayoría de los casos (10 de los 15 
cultivares), el contenido del aminoácido lisina fue significativamente 
mayor en comparación con la leucina (P < 0,05; test de rangos con signo 
de Wilcoxon). Las concentraciones más altas de lisina concuerdan con 
los perfiles de EAA reportados previamente en la literatura (Waglay et 
al., 2014; USDA, 2019). Cabe también mencionar la existencia de una 
variación pronunciada de cultivar a cultivar con respecto al contenido 
del aminoácido limitante metionina, que varió de 8,2 a 26,4% (P < 0,05; 
test de Kruskal-Wallis). De hecho, fue éste el EAA con un mayor nivel 
de variación en el presente estudio (CV = 37,9%; P < 0,05; test del 
signo). 
 
La calidad nutricional de las proteínas de los tubérculos de los 15 
cultivares de patata se evaluó mediante ensayos PDCAAS y EAAI 
(Tabla 6). En ambos métodos se evalúan diferentes aspectos de la 
calidad de la proteína (Schaafsma, 2005; Olu and Adediran, 2015). Por 
una parte, el PDCAAS se basa en la relación de la cantidad del primer 
EAA limitante de la proteína problema en comparación con la cantidad 
del mismo aminoácido de la proteína de referencia. Esta comparativa 
se corrige por la verdadera digestibilidad del nitrógeno fecal de la 
proteína problema, medida en un ensayo en rata. Por otro lado, el EAAI 
proporciona una información acerca de la contribución total de EAAs a 
la calidad nutricional de la proteína. En nuestro estudio encontramos 
que los valores de PDCAAS fluctuaron acusadamente entre cultivares, 
oscilando entre 16,7 en el cultivar Orchestra y 58,9% en el cultivar 
Kuras (P < 0,05, prueba de Kruskal-Wallis). Este es un resultado 
esperado teniendo en cuenta que, como se mencionó anteriormente, el 
primer EAA limitante en nuestro estudio fue la metionina que 
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experimentó oscilaciones significativas entre los cultivares. Por otro 
lado, los valores del EAAI variaron de 46,4 (cultivar Orchestra) a 
75,9% (cultivar Kuras) con un valor promedio (± SE) de 61,0 ± 1,13% 
(P < 0,05, prueba de Kruskall-Wallis). Estos datos concuerdan con los 
obtenidos por otros autores, los cuales observaron valores de EAAI 
dentro de este rango de variación (Mitrus et al., 2003). Cabe destacar 
que el valor del EAAI calculado a partir del patrón de referencia para la 
dieta de niños y niñas en edad preescolar (2-5 años) fue de 65,2%, 
excluyendo triptófano (FAO/WHO, 1991). Por lo tanto, algunos 
cultivares comerciales de patata considerados en el presente estudio 
contienen una cantidad de EAA por debajo de la puntuación óptima. 
  
Nuestras observaciones indican que los 15 cultivares de patata 
utilizados en este estudio contienen importantes niveles de variación 
natural relativa a la calidad nutricional del tubérculo. Por tanto, podría 
tratarse de un material biológico adecuado para evaluar si las distancias 
proteómicas estimadas entre los distintos cultivares se asocian con 
rasgos de calidad de tubérculos. 
4.2.4 Asociación entre las distancias proteómicas y 
parámetros de calidad del tubérculo. 
En este estudio se llevó a cabo un análisis de la asociación entre las 
distancias proteómicas basadas en la patatina y las diferencias en el 
contenido de nutrientes entre pares de cultivares de patata. Para ello se 
utilizó el coeficiente no paramétrico de correlación de Spearman (Tabla 





Table 7. Relationship between Proteomic Distances (D) and 
differences in the Nutrient Content Across Pairs of Potato Cultivars. 
 
Nutrient content rsa P-valueb 
Ash  -0.203 0.038 
Dry matter  +0.194 0.047 
Reducing sugars  +0.007 0.944 
Starch  +0.027 0.783 
Protein  -0.080 0.419 
aNon-parametric Spearman’s rank correlation coefficient; Sample size 





La variación del contenido de cada nutriente entre pares de 
cultivares se evaluó a través de la diferencia de los valores medios  
expresados en valor absoluto. El análisis reveló una correlación 
negativa y positiva de las distancias proteómicas con las diferencias en 
el contenido de ceniza y materia seca, respectivamente (P < 0,05). Estos 
resultados sugieren, por tanto, que las distancias proteómicas podrían 
utilizarse para la detección de variaciones en la cantidad de ceniza y 
materia seca en los diferentes cultivares de patata. El contenido en 
materia seca es un factor muy relevante en la calidad final del frito de 
la patata en tiras. Esto es debido a que la materia seca influye en las 
cantidades de grasa que se absorben durante la fritura. En las variedades 
analizadas en el presente estudio, los valores de materia seca oscilaron 
entre 18,8 (cultivar Musica) y 31% (cultivar Lady Rosetta), alcanzando 
un valor medio (± SE) de 25,3 ± 0,6% (Tabla 5). Por tanto, el contenido 
de materia seca para algunos cultivares se desvió de los valores óptimos 
requeridos para la obtención de un producto en frito de buena calidad 
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cuando se estima que el óptimo es del 18-22% (Waldron, 2004; 
Miranda and Aguilera, 2006). Sin embargo, desviaciones de los valores 
óptimos son frecuentes antes y después de un período de 
almacenamiento (Murniece et al., 2011). Por otro lado, el contenido en 
ceniza es un indicador de la cantidad de minerales nutricionalmente 
importantes (Pomeranz and Meloan, 1994). Estudios previos sugieren 
que el contenido en cenizas tiende a aumentar a medida que aumentan 
los niveles de nitrato de potasio (Haddad et al., 2016).  
 
Las distancias proteómicas basadas en patatina mostraron 
asociación con parámetros de calidad de las proteínas. La relación de 
los valores de D con las diferencias en el contenido medio de cada 
aminoácido para los 15 cultivares se analizó utilizando el coeficiente de 
correlación paramétrico de Pearson (r). Esto es debido a que las 
distribuciones de muestreo de las variables se distribuían normalmente 
después de la transformación del arcoseno (P > 0,05; test de Shapiro-
Wilk). El análisis resultante reveló una correlación positiva entre las 
distancias proteómicas y las diferencias medias en la cantidad de cinco 
EAA individuales: isoleucina, leucina, lisina, treonina y valina (P < 
0,05, Anexo I). Además, las distancias proteómicas se correlacionaron 
significativamente con las diferencias medias del EAAI (r = 0,328; n = 
105; P < 0,05) (Figura 10). Entre las distancias proteómicas y el 
contenido de almidón no fue detectada ninguna correlación. Esto no 
excluye la posible existencia de algún tipo de relación entre la patatina 
y el contenido en almidón. De hecho, Bárta and Bártová (2008) 
encontraron una correlación positiva débil, pero significativa, entre la 








Figure 10. Relationship between proteomic distances (D) and 
differences in the essential amino acid index (EAAI) between 
pairs of potato cultivars. 
 
 
Las observaciones antes mencionadas mostraron como las 
distancias proteómicas basadas en la patatina para los cultivares Kuras 
y Desiree se diferencian significativamente del resto de cultivares de 
patata. Estos dos grupos de cultivares también mostraron diferencias 
estadísticamente significativas en el contenido de materia seca, 
proteínas y valores de PDCAAS (P < 0,05; test U de Mann Whitney). 
Específicamente, el contenido de materia seca y valores de PDCASS en 
Kuras y Desiree alcanzaron valores medios inferiores en comparación 
con los restantes cultivares, mientras que para el contenido de proteínas 








Figure 11. Comparison of the content in dry matter, content in 
protein, and PDCAAS values for cultivars Kuras and Desiree versus 
the rest of the potato cultivars. Dashed lines are mean values over 
replicates of Kuras and Desiree cultivars. Continuous lines are 
mean values over replicates of each of the remaining cultivars. 
 
84 
Los resultados del estudio sugieren que las distancias proteómicas 
basadas en la palatina pueden ser un marcador útil en la identificación 
de cultivares atípicos para caracteres de importancia en la calidad del 
tubérculo. Es importante subrayar que Kuras y Desiree son los 
cultivares de nuestro estudio con el mayor grado de diferenciación 
genética y proteómica. Esta concordancia entre la diferenciación 
proteómica y la genética sugiere que la proteómica puede ser de gran 
utilidad para la mejora genética de los cultivares de patata. 
 
En conclusión, los resultados obtenidos en el presente estudio 
muestran que las distancias proteómicas basadas en patatina están 
asociadas con diferencias importantes en parámetros de calidad 
proteicos y no proteicos entre los cultivares de patata. Estos hallazgos 
sugieren que el uso de la extensa variación natural existente en las 
isoformas de patatina puede conducir a una selección más rápida de 
cultivares genéticamente diferenciados con las características deseadas 
para la mejora del cultivo. Estudios futuros deberán determinar si las 
distancias proteómicas basadas en la patatina son marcadores de una 
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4.3 CAPÍTULO TERCERO: IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 
CANDIDATAS INVOLUCRADAS EN LA DURACIÓN DE LA 
DORMANCIA DEL TUBÉRCULO DE PATATA 
 
Este capítulo reproduce contenidos del siguiente artículo:  
 
   Proteomic insights into the differential length of dormancy period in potato 
 
Mouzo, D.; Rodríguez-Vázquez, R.; López-Pedrouso, M.; Barrio, D.; 
Franco, D.; García, L.; Zapata C. 
 En preparación 
 
4.3.1 Desarrollo del tubérculo 
Las variedades de patata exhiben grandes variaciones en la 
duración de la dormancia del tubérculo que pueden oscilar entre 15 y 
197 días (Bogucki and Nelson, 1980; Fauconnier et al., 2002; Wang et 
al., 2016). El genotipo es el factor que tiene un mayor influencia en las 
variaciones del tiempo de dormancia aunque diferentes condiciones 
ambientales en el cultivo o durante el almacenamiento también pueden 
afectar y modificar su duración (Simmonds, 1964; Viola et al., 2007; 
Aksenova et al., 2013; Eshel, 2015; Suttle et al., 2016).  Los genotipos 
Ágata, Kennebec y Agria utilizados en este estudio se caracterizan por 
poseer duraciones de dormancia corta, media y media-larga, 
respectivamente (Sorce et al., 2009; ECPD, 2020). Los tiempos de 
dormancia característicos de estos cultivares se mantuvieron bajo las 
condiciones de cultivo y almacenamiento del presente trabajo. Así, la 
duración media del periodo de dormancia en las variedades Ágata, 
Kennebec y Agria fue de 15, 53 y 62 días respectivamente (Tabla 8). 
Estos resultados confirman que aunque la brotación es un proceso 
complejo en el que interactúan de manera coordinada factores 
ambientales y genéticos, el genotipo es el factor principal que afecta la 
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duración de la dormancia (Liu et al., 2015; Mouzo et al., 2018a). Lo 
más relevante para nuestro estudio es que disponemos de tubérculos de 
las tres variedades de patata con diferentes periodos de dormancia que 
se han obtenido en condiciones de cultivo homogéneas. Esto nos 
permite acometer el estudio de los cambios del proteoma global del 
tubérculo asociados con diferencias en la duración de la dormancia. 
 
 
Table 8. Average duration of dormancy period in potato tubers of cultivars Agata, 
Kennebec and Agria under the same environmental conditions. 
Varieties Pedigreea Origina 
Average duration (± 
SE) of dormancy 
  (in days) 
Agata 
 
BM 52/72/2206 × 
Sirco 
Holland 15,3 (± 0.3) 
Kennebec B127 × USDA X96 56 USA 53,5 (± 2.0) 
Agria Quarta × Semlo Germany 62 (± 3.0) 
 
a(Favoretto, Veasey and Melo, 2011; AHDB, 2017; ECPD, 2020). 
 
4.3.2 Proteomas diferenciales en la dormancia 
Los perfiles proteómicos globales se obtuvieron mediante la 2-DE 
para cada una de las tres variedades a partir de muestras de tubérculos 
endodormantes, inmediatamente después de la cosecha (Figura 12). 
Para poder realizar el estudio de la proteína global se partió de muestras 
de 400 μg de proteína total de tubérculo como se indica en el apartado 
de Material y Métodos. Por tanto, las isoformas de patatina, localizadas 
en los geles bidimensionales a una Mr de 40,0-45,0 kDa y un pI de 4,8-
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5,3, se excluyeron del estudio. Como ya se ha mencionado 
anteriormente, el estudio de las múltiples isoformas de la patatina con 
un buen nivel de resolución requiere concentraciones más bajas (75 μg) 
de proteína de carga. El análisis de los perfiles bidimensionales de alta 
resolución mediante el software PDQuest permitió identificar para las 
tres variedades un total de 883 spots, de los cuales solo 345 spots fueron 
reproducibles en al menos tres de las cuatro réplicas. El cálculo de los 
intervalos de confianza bootstrap al 95% para los volúmenes medios de 
los spots, mediante el método de percentiles con la corrección de sesgo, 
reveló un total de 78 spots con diferencias estadísticamente 
significativas entre pares de variedades. El análisis PCA mostró que las 
tres variedades del estudio se separan nítidamente considerando estos 
78 spots con una abundancia proteica diferencial (Figura 13). En primer 
lugar, estos resultados muestran que la 2-DE es capaz de identificar 
cultivares de patata con diferente longitud en el periodo de dormancia. 
Más importante aún, es que las variaciones en la duración de la 
dormancia están ligadas con cambios considerables en el proteoma 
global del tubérculo.  
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Figure 12. Gel image of high-resolution profile from the potato 
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Figure 13. Principal component analysis (PCA) of the four replicas for 
each of the varieties using the volume of 78 differential abundance (P < 
0.05) spots of the endodormancy stage. 
 
4.3.3 Identificación de proteínas 
Los 78 spots con diferencial abundancia proteica (P < 0,05) entre 
pares de variedades se analizaron mediante LC-Triple-TOF/MS. Un 
total de 52 de los 78 spots se identificaron con un nivel de confianza 
superior al 95%. En 38 de los spots se identificaron más de una proteína, 
lo que dificulta determinar cuál o cuáles de estas proteínas ha 
experimentado cambios en abundancia entre variedades. En 
consecuencia, estos 38 spots se eliminaron para los análisis posteriores.  
Finalmente, los spots con una abundancia diferencial estadísticamente 
significativa que albergan una única proteína identificada se redujeron 
a 14 (Anexo IV). Su localización en los geles 2-DE para cada una de 
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Figure 14. 2-DE images of global endodormancy proteomes from 
the potato cultivars. Squares indicate the fourteen spots that 
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La relación de las proteínas únicas identificadas por spot con una 
abundancia diferencial entre variedades se muestra en la tabla 9. Entre 
ellas, 4 proteínas se corresponden con la ADP, ATP translocasa 
mitocondrial (AAC), una proteína transportadora que se encuentra en 
la membrana mitocondrial interna. Las AACs llevan a cabo el 
intercambio entre el ATP generado durante la fosforilación oxidativa 
en el interior de la matriz y el ADP citosólico (Haferkamp, 2007; 
Klingenberg, 2008). Por otro lado, entre las identificaciones también se 
encuentra una alta representación de inhibidores de proteasa. 
Concretamente se identificaron dos inhibidores de serina proteasa (SPI) 
y un inhibidor de aspartato proteasa (API). Estas proteínas inhibidoras 
de proteasas poseen actividades de defensa contra patógenos. Por esta 
razón, su abundancia diferencial en los tubérculos podría estar 
influenciada por la presencia de patógenos. Fernández et al. (2012) 
mostraron como varias APIs y la misma isoforma de SPI que se 
identificó en este estudio (inhibidor de serina proteasa 2) se 
sobreexpresaban tras infectar tubérculos con P. infestans. 
Recientemente, se descubrió que el crecimiento de P. infestans y R. 
solani entre otros patógenos se redujo debido a los inhibidores de la 
proteasa de la patata (Bártová et al., 2019). Por esta razón, dichas SPIs 
e APIs han sido descartadas del estudio de las diferencias de dormancia 
entre variedades, por la potencial influencia externa debida a su 
actividad de defensa contra patógenos.   
 
Otra de las proteínas identificadas es el homólogo de la proteína 
tumoral controlada traduccionalmente (TCTP). TCTP es una proteína 
altamente conservada que se ha relacionado con funciones como la 
organización de los microtúbulos, la regulación de la actividad de 
GTPasa o la apoptosis (Bommer and Thiele, 2004). Por otro lado, 
también ha sido identificada una fructoquinasa (FRK). Esta proteína 
realiza el control de la catálisis de la fosforilación del sexto carbono de 
la fructosa, formada junto con una glucosa tras la escisión de sacarosa 
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por la acción de la invertasa (Pego and Smeekens, 2000; Davies et al., 
2005). Otra proteína identificada fue la catalasa 2 perteneciente a la 
familia de las catalasas (CATs). Esta enzima es responsable de la 
reducción de los peróxidos de hidrógeno (H2O2) que se generan junto 
con otras ROS durante la dormancia del tubérculo y como respuesta a 
las mazaduras (Bajji et al., 2007a, b; Mani et al., 2014). En el tubérculo, 
la CAT reduce aproximadamente el 65% del H2O2 generado, 
transformándolo a 2H2O + O2. Mientras que el porcentaje restante de 
H2O2 es reducido a través de la ascorbato peroxidasa y la glutatión 
peroxidasa (Mani et al., 2014). También se identificó la enzima linolato 
9S-lipoxigenasa 2 perteneciente a las lipoxigenasas (LOXs). Las LOXs 
son una amplia familia enzimática responsable de la síntesis de 
oxilipinas a través de la oxidación de ácidos grasos poliinsaturados 
(PUFAS) (Göbel et al., 2001). Concretamente, la LOX identificada en 
este estudio es responsable de la síntesis del ácido (9S, 10E, 12Z) -9-
hidroperoxi-10,12-octadecadienoico (9-HPODE). Este es el producto 
predominante de las LOXs en el tubérculo de patata, excepto cuando el 
tubérculo está infectado o con lesiones, donde será otra LOX la que 
active las respuestas de defensa (Reddy et al., 2000). Por último, fueron 
identificadas las proteínas de choque térmico de 70 kDa e isoformas de 
patatina. Las proteínas de choque térmico de 70 kDa se caracterizan por 
su actividad como chaperonas mitocondriales y las isoformas patatinas 
por su actividad como proteínas de reserva y resistencia frente a 
patógenos (Morelli et al., 1998; Zhang and Glaser, 2002; Bártová et al., 
2019; Bernal et al., 2019).  
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2 5.28 >99 22.04 3 P58515 Serine protease inhibitor 2 SPI 2 4.9/4.2 20.1/28.4 
3 2.53 >99 30.11 2 P58515 Serine protease inhibitor 2 SPI 2 4.9/4.5 20.1/18.0 
4 1.92 99 11.92 3 P25083 
ADP, ATP carrier protein, 
mitochondrial 
AAC 9.8/4.6 42.1/30.5 
5 1.37 96 1.17 1 Q08276 
Heat shock 70 kDa protein, 
mitochondrial 
mt-Hsp70 5.4/4.6 73.1/98.4 
6 1.53 97 8.02 0 Q3YJT3 Patatin-2-Kuras 1 pat2-K1 5.1/5.0 41.1/39.8 
7 3.86 >99 14.25 1 P25083 
ADP, ATP carrier protein, 
mitochondrial 
AAC 9.8/5.3 42.1/33.6 
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8 4.51 >99 14.42 2 P37829 Fructokinase FRK 5.5/5.2 33.8/39.3 
9 6.00 >99 9.07 3 P25083 
ADP, ATP carrier protein, 
mitochondrial 
AAC 9.8/5.8 42.1/31.2 
10 2.00 99 3.10 1 Q3YJT5 Patatin-05 Pat-05 5.4/6.0 42.5/42.0 




12 4.99 >99 12.20 2 P55312 Catalase isozyme 2 CAT 2 6.6/6.5 56.5/41.6 
13 2.10 99 17.62 1 P25083 
ADP, ATP carrier protein, 
mitochondrial 
AAC 9.8/6.4 42.1/32.4 
14 3.74 >99 44.09 4 P17979 Aspartic protease inhibitor 8 API 8 6.5/7.0 24.2/28.9 
Unused ProtScore is a measure which reflects the unique peptides to a given protein. The protein confidence treshold was set greater 
than 95% by the following formula Unused ProtScore = -log (1 - % confidence/100). Sequence coverage (%) is the proportion of amino acids 
that match the peptides identified, having a confidence greater than 0 and subsequently divided by the total amino acids in the sequence. 
Peptides (95%) indicates the number of peptides identified with at least 95% confidence (Oda et al., 2012; Qian, Tian and Qu, 2015).  
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4.3.4 Proteínas candidatas en la duración de la etapa de 
dormancia 
La intensidad de los cambios en la abundancia de proteínas entre 
cultivares con diferente duración de la dormancia, estimada con las 
medidas fold change (FC) y relative change (RC), se muestra en la tabla 
10. Se observa que ambas medidas proporcionan resultados dispares. 
FC es una medida utilizada tradicionalmente para estimar los cambios 
de abundancia de las proteínas entre tratamientos, pero su uso 
generalizado tiene serios inconvenientes (Franco et al., 2015a, b; 
López-Pedrouso et al., 2018). Su rango de variación entre - ∞ y + ∞ 
dificulta valorar las diferencias de los cambios en abundancia de las 
distintas proteínas. Además, la medida siempre toma valores extremos 
(- ∞, + ∞) cuando las proteínas son únicas y no son compartidas entre 
tratamientos, independientemente de sus diferencias de cantidad. RC es 
una medida introducida recientemente para estimar los cambios en 
abundancia proteica (Franco et al., 2015a, b). A diferencia de FC, el 
rango de RC tiene la importante propiedad de que siempre varía entre -
1,0 y +1,0, ya sea para proteínas compartidas o no compartidas entre 
tratamientos. La utilidad de RC se ha puesto de manifiesto en una gran 
diversidad de escenarios proteómicos (Franco et al., 2015a, b; López-
Pedrouso et al., 2018; López-Pedrouso et al., 2019; Mato et al., 2019; 
Rodríguez-Vázquez et al., 2020). En el presente estudio, los cambios 
más pronunciados de RC se detectaron para la proteína FRK (RC = -
1,0) entre las variedades Ágata y Kennebec y la proteína AAC (RC = -
0,489) entre los pares de variedades Ágata-Kennebec y Ágata-Agria. 
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Agata- Kennebec Agata- Agria Kennebec- Agria 
FC RC FC RC FC RC 
1 Translationally-controlled tumor protein homolog TCTP -1.80 -0.187 ns ns ns ns 
4 ADP, ATP carrier protein, mitochondrial AAC -∞ -0.489 -∞ -0.489 N/A N/A 
5 Heat shock 70 kDa protein, mitochondrial mt-Hsp70 ns ns -∞ -0.260 -∞ -0.311 
6 Patatin-2-Kuras 1 pat2-K1 ns ns ns ns +1.59 +0.116 
7 ADP, ATP carrier protein, mitochondrial AAC +1.49 +0.090 ns ns ns ns 
8 Fructokinase FRK -2.13 -1.000 ns ns ns ns 
9 ADP, ATP carrier protein, mitochondrial AAC -1.65 -0.125 ns ns ns ns 
10 Patatin-05 Patatin-05 ns ns -∞ -0.188 -∞ -0.202 
11 Linoleate 9S-lipoxygenase 2 Linolate 9S-LOX 2 -1.32 -0.097 -1.73 -0.167 -1.31 -0.070 
12 Catalase isozyme 2 CAT 2 -1.49 -0.391 ns ns ns ns 
13 ADP, ATP carrier protein, mitochondrial AAC -1.36 -0.068 -1.34 -0.065 ns ns 
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Las proteínas TCTP y FRK están representadas en una mayor 
cantidad en la variedad Ágata que en la variedad Kennebec. Por tanto, 
se encuentran en una mayor cantidad en la variedad cuya dormancia es 
más corta. Estos datos concuerdan con los de investigaciones previas 
en A. thaliana donde se encontró que el silenciamiento de TCTP 
provoca un lento crecimiento vegetativo (Berkowitz et al., 2008). La 
proteína TCTP se identificó como un regulador del crecimiento de las 
plantas al tratarse de un mediador de TOR, una quinasa promotora del 
crecimiento celular. Por esa razón, TCTP posee un papel importante en 
la regulación del crecimiento (Gutiérrez-Galeano et al., 2014). Por otro 
lado, la FRK actúa en la regulación del metabolismo de carbohidratos, 
desempeñando un papel clave en el desarrollo de los tejidos vasculares 
del tubérculo (Granot et al., 2013). Davies et al. (2005) concluyeron 
que la inhibición de la FRK en patatas no solo afecta el equilibrio entre 
la degradación y la síntesis de sacarosa, sino que también reduce la 
productividad del tubérculo. 
 
El segundo cambio relativo más pronunciado de este estudio 
después de la FRK pertenece a la AAC identificada en el spot número 
4, el cual se detectó exclusivamente en la variedad Ágata. Además, el 
resto de las AACs identificadas mostraron una mayor expresión en 
Ágata en comparación con Kennebec y Agria a excepción de la 
identificada en el spot 7. El transporte enzimático de ATP que llevan a 
cabo estas enzimas AACs se encuentra regulado por la demanda 
variable de ATP citosólico. Cabe destacar que este transporte 
condiciona en mayor medida la fosforilación oxidativa mitocondrial 
que la síntesis de ATP (Pfaff et al., 1965; Klingenberg, 2008). 
Haferkamp (2007) demostró la relevancia de las proteínas AACs en el 
cultivo de la patata tras producir una ligera reducción de los transcriptos 
de AAC y observar una fuerte disminución en la producción del 
tubérculo.  
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En la figura 15 se representa la implicación de algunas de las 
proteínas identificadas en la ruta de la biosíntesis de las oxilipinas. La 
cadena de transporte de electrones que genera el ATP transportado por 
las AACs es la principal fuente de ROS como el caso del superóxido 
(O2-) y el H2O2 (Huang et al., 2016). La superóxido dismutasa es la 
enzima encargada de la transformación del O2- en H2O2 y su expresión 
es constante durante la etapa de dormancia (Bajji et al., 2007a). El H2O2, 
debido a su importancia para el tubérculo es una de las ROS más 
estudiados en la bibliografía. Aunque el H2O2 puede ser dañino para la 
célula se conoce que desempeña actividades asociadas con la 
señalización y el desarrollo de la planta (Bajji et al., 2007a; 
Bhattacharjee, 2012). Para evitar los posibles daños celulares causado 
por H2O2 la enzima CAT es la encargada de la conversión de H2O2 a 
H2O + O2. Interesantemente, la enzima CAT es una de las proteínas 
identificadas que se encuentra con una mayor cantidad en Ágata en 
comparación con Kennebec (RC = -0,391). De esta manera, la 
variedades con una gran abundancia potencial de las ROS debido a una 
mayor cantidad de AACs, también muestran un aumento en la 
expresión de CATs para hacer frente al daño oxidativo. Además del 
H2O, la reacción de la CAT da como producto O2, una ROS que posee 
una mayor capacidad de migración y capacidad de formar 
endoperóxidos o hidroperóxidos (Montillet et al., 2004; Bhattacharjee, 
2012). El O2 es el sustrato de la familia enzimática de las LOXs para 
producir la oxidación de PUFAS y sintetizar la familia de las oxilipinas 
(Kolomiets et al., 2001; Prasad et al., 2017). Existe una gran variedad 
de oxilipinas que están involucradas en la regulación del crecimiento 
del tubérculo como es el caso del jasmonato. Además, Kolomiets et al. 
(2001) consiguieron reflejar la importancia de esta rección mediante la 
eliminación del gen Lox1, dando como resultado una reducción en la 
productividad de los tubérculos y la aparición de una morfología 
anormal en los mismos.  
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La actividad enzimática de la familia de las LOXs que predomina 
en los tubérculos de patata es la producida por la 9-LOX (Royo et al., 
1996). Específicamente, esta enzima fue la proteína identificada en 
nuestro estudio y en una mayor cantidad en las variedades con una 
dormancia relativa más corta dentro de las comparaciones entre pares 
(RC = -0,097; RC = -0,167; RC = -0,070 entre Ágata y Kennebec, Ágata 
y Agria y Kennebec y Agria, respectivamente). El producto de esta 
enzima 9-LOX es la oxilipina 9-HPODE, un sustrato altamente 
específico de la enzima aleno óxido sintasa 3 (AOS3). El principal 
producto de esta reacción en cadena en el tubérculo de patata es el 
compuesto α-ketol (Stumpe et al., 2006). Morcillo et al. (2016) 
encontraron que la supresión del ARN de la enzima AOS3 no solo 
causaba una disminución en los niveles de α-ketol, sino que también 
triplicaba la cantidad de 9-HPODE. El α-ketol también ha sido 
denominado como KODA en otras especies y se ha especulado que 
podría estar jugando un papel clave en la regulación del crecimiento del 
tubérculo (Kolomiets et al., 2001; Sakamoto et al., 2010; Haque et al., 
2016). Esta suposición es tentadora ya que los lípidos de 
almacenamiento oxigenados no solo aumentan durante la germinación, 
sino que también se escinden preferencialmente iniciando la 
 
Figure 15.  Synthetic scheme of the role of proteins in the potato tuber in the 
state of endodormancy with different abundances that lead to the biochemical 
pathway of the oxylipins. 
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movilización de los lípidos de almacenamiento (Feussner et al., 1995). 
Además, algunos estudios revelaron que en el tubérculo de la patata la 
expresión de α-ketol fue cinco veces más alta en los ojos de 
germinación que cualquier otra oxilipina (Stumpe et al., 2006). 
Sakamoto et al. (2010) mostraron que el α-ketol promueve la ruptura 
de la endodormancia en los brotes de la flor de la pera japonesa (Pyrus 
pyrifolia Nakai). Y por último, se conoce que el α-ketol altera la 
fisiología de la semilla y que, los tratamientos con α-ketol en trigo 
provocaron una mayor germinación de la semilla incluso en 
condiciones de sequía (Haque et al., 2016). 
4.3.5 Interruptor de liberación de la dormancia 
Este estudio se ha llevado a cabo en tubérculos endodormantes 
recién cosechados por lo que se espera una gran actividad de la CAT 
que catalizará predominantemente el H2O2 mientras se encuentre activa 
(Campbell et al., 2008). Sin embargo, a medida que va finalizando el 
período de dormancia se inhiben las isoenzimas de CAT y es la ruta del 
glutatión-ascorbato la responsable de la eliminación del H2O2 
(Campbell et al., 2008; Mani et al., 2014; Tuzet et al., 2019). El 
aumento de H2O2 debido a la disminución de la actividad de CAT se ha 
relacionado con la brotación de los tubérculos de patata (M’Hamdi et 
al., 2009). El aumento de H2O2 ha sido correlacionado con la salida de 
la dormancia. Al aplicar tiourea al 1% (inhibidor de CAT) y / o aplicar 
H2O2 se observó cómo se producía la liberación de la dormancia del 
tubérculo y el aumento del número de tallos (Bajji et al., 2007a; 
Germchi et al., 2011). Esto se debe a que la disminución de CAT 
provoca una acumulación de H2O2, la cual es una molécula de 
señalización que produce una variedad de respuestas celulares (Mhamdi 
et al., 2010; Bhattacharjee, 2012). En el cultivo de la patata, el aumento 
en H2O2 se ha correlacionado con genes de la activación de biosíntesis 
de giberelinas que juegan un papel importante en la activación y 
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elongación de brotes (Suttle, 2004; Kloosterman et al., 2005; Hartmann 
et al., 2011; Haider et al., 2019). En otros cultivos como es en el caso 
de la cebada se observó que el aumento de H2O2 provoca una reducción 
del ácido abscísico. En la patata el ácido abscísico se encuentra 
asociado con la dormancia del tubérculo y se ha comprobado como sus 
niveles disminuyen gradualmente hasta la germinación (Wang et al., 
1995; Mani et al., 2014). Sin embargo, altas dosis de tiourea o H2O2 no 
causan una mejora en la de brotación de tubérculos de patata y tampoco 
un aumento del número de tallos (Essid et al., 2014). Esto podría 
deberse a que una fuerte inhibición de la CAT, cesando su producción 
de O2 utilizado por las LOXs para la generación de la familia de las 
oxilipinas. Por este motivo, ni α-ketol estará disponible en los ojos de 
la germinación del tubérculo ni se sintetizará el jasmonato. De esta 
manera, el estadio de endodormancia corresponde con el periodo en que 
CAT y LOX están activas, provocando la movilización de lípidos y la 
generación de oxilipinas. Posteriormente, el período de tiempo que 
tarda la proteína CAT en ser inhibida corresponderá a la etapa de 
paradormancia, donde ocurre la cascada de señalización de brotación 



































1.  El estudio de revisión bibliográfica conduce a concluir que la 
electroforesis bidimensional (2-DE) es una herramienta proteómica 
especialmente útil para profundizar en el conocimiento de la 
biología de las proteínas de reserva, al tratarse de proteínas 
abundantes y con una masa molecular y punto isoeléctrico dentro 
de sus límites de resolución. En particular, la aplicación de los 
protocolos de la 2-DE optimizados para la obtención de perfiles de 
alta resolución de las proteínas de reserva acoplados a la 
espectrometría de masas (MS), ha permitido avanzar 
significativamente en la identificación de las múltiples isoformas de 
las proteínas de reserva y modificaciones postraduccionales 
(fosforilaciones), así como, en sus cambios cualitativos y 
cuantitativos relacionados con el desarrollo y germinación de las 
semillas.  
 
2.  Los avances en la biología de las semillas debidos al uso de los 
mapas de referencia de las proteínas de reserva basados en la 2-DE 
acoplada a la MS, han proporcionado información de relevancia 
para la mejora de las semillas en una diversidad de caracteres como 
la calidad proteica, longevidad, contenido de gluten y respuesta al 
estrés, hongos, bacterias o insectos. No obstante, el uso combinado 
de las estrategias proteómicas basadas en gel y las denominadas gel-
free (o shotgun) será probablemente necesario para conocer con 
mayor profundidad las redes de proteínas que regulan las 
actividades, funciones e interacciones de las proteínas de reserva a 
lo largo del ciclo de vida de las semillas.   
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3.  El análisis realizado en el presente trabajo sobre la variación de 
las isoformas de la principal proteína de reserva del tubérculo, la 
patatina, en 15 variedades comerciales de patata mediante la 2-DE 
de alta resolución, mostró que los perfiles bidimensionales son 
cualitativamente específicos para cada una de las variedades. Por 
tanto, la variabilidad de las isoformas de la palatina es un marcador 
óptimo para la autentificación y trazabilidad de las variedades de 
patata. 
 
4.  Las distancias proteómicas entre las 15 variedades comerciales 
de patata, estimadas a partir de la variabilidad de las isoformas de 
patatina en perfiles bidimensionales, mostraron asociación (P < 
0,05) con sus diferencias en el contenido de ceniza, materia seca y 
aminoácidos esenciales, parámetros que influyen en la calidad del 
tubérculo. Las distancias proteómicas permitieron también 
identificar variedades atípicas en lo que respecta al contenido de 
materia seca y al contenido y calidad de la proteína del tubérculo. 
Además, los resultados indican que las distancias proteómicas entre 
variedades son un buen indicador del grado de diferenciación 
genética entre cultivos.  
 
5.  El estudio de la diferenciación proteómica entre las 15 
variedades comerciales de patata basado en las isoformas de la 
patatina y su asociación con caracteres de calidad del tubérculo, 
sugiere que las distancias proteómicas podrían ser un marcador de 
utilidad para acelerar los procesos de cribado y selección de 
variedades de mayor calidad en los programas de mejora genética.   
 
6.  La caracterización del proteoma gobal de tubérculos 
endodormantes en tres variedades de patata con diferente longitud 
del periodo de dormancia (corta, media y media-larga), mediante la 
2-DE junto con LC-Triple-TOF/MS, reveló cambios en abundancia 
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proteica (P < 0,05) entre cultivares para un total de 8 proteínas no 
redundantes (11 proteínas/isoformas) funcionalmente diversas.  
 
7.  Las proteínas identificadas, con abundancia diferencial entre 
cultivares, intervienen en el desarrollo y la brotación del tubérculo 
y podrían jugar un papel clave en la duración de la dormancia. El 
análisis de la función de las proteínas identificadas sugiere que 
algunas de ellas participan en la ruta bioquímica de la síntesis de 
oxilipinas. La oxidación de ácidos grasos poliinsaturados (PUFAS), 
a través de la reducción de ROS por catalasas, permite la síntesis y 
acumulación en los ojos del tubérculo de las oxilipinas como el α-
ketol. La acumulación de α-ketol podría favorecer la brotación del 
tubérculo cuando se produce la inhibición de la reducción de ROS. 
 
8.  Este primer estudio sobre los cambios proteómicos en 
variedades con diferente longitud del periodo de dormacia sugiere 
proteínas candidatas que intervienen en la longitud de la dormancia 
y abre el camino a estudios futuros encaminados a dilucidar el 
subproteoma total y los mecanismos moleculares implicados en este 
periodo del desarrollo del tubérculo de patata de gran importancia 
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Anexo I. Relationship between Proteomic Distances (D) and Differences in the 
Content of Each Individual Amino Acid Across Pairs of Potato Cultivars 
 
Amino acid ra P-valueb 
Essential amino acids (EAA) His +0.237 0.088 
 Ile +0.389 0.001 
 Leu +0.347 0.004 
 Lys +0.304 0.013 
 Met +0.013 1.000 
 Phe +0.154 0.453 
 Thr +0.317 0.010 
 Val +0.330 0.007 
Non-essential amino acids (NEAA) Ala +0.171 0.364 
 Arg +0.174 0.364 
 Asp +0.058 1.000 
 Cys +0.154 0.453 
 Glu +0.447 0.000 
 Gly +0.292 0.018 
 Pro -0.202 0.204 
 Ser +0.388 0.001 
 Tyr +0.260 0.048 
aPearson product-moment correlation coefficient; Sample size (n) = 105. bAdjusted 
P-values by the Benjamini and Yekutieli method.52  





Anexo II. Reproducibility example of 2-DE patatin profiles using three biological 
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Anexo III. Relationship between proteomic distances (D) and differences in 
nutrient contents across pairs of potato cultivars 
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Anexo IV. Volume and confidence intervals for spots with statistically significant differential abundance. 
Spot 
code 











AGR CI (CL, CU) CI (CL, CU) CI (CL, CU) 
1 1217 ± 137 (1057, 1627) 676 ± 53 (568, 773) 1445 ± 363 (678, 1997) < 0.05   
2 5816 ± 1373 (3066, 8492) 1895 ± 120 (1655, 2112) 7114 ± 1014 (4979, 8681) < 0.05  < 0.05 
3 2058 ± 290 (1549, 2827) 3364 ± 69 (3234, 3527) 3387 ± 350 (2743, 4274) < 0.05   
4 1414 ± 563 (625, 3054)     < 0.05 < 0.05  
5 752 ± 75 (616, 945) 899 ± 252 (445, 1544)    < 0.05 < 0.05 
6 665 ± 114 (533, 863) 570 ± 57 (451, 659) 906 ± 110 (705, 1190)   < 0.05 
7 533 ± 74 (386, 623) 792 ± 54 (693, 924) 726 ± 148 (563, 1014) < 0.05   
8 5450 ± 457 (4716, 6731) 2559 ± 261 (2107, 3194) 4514 ± 858 (2695, 5706) < 0.05   
9 915 ± 60 (800, 1057) 553 ± 111 (325, 738) 845 ± 152 (619, 1282) < 0.05   
10 543 ± 65 (414, 654) 583 ± 31 (535, 671)    < 0.05 < 0.05 
11 1149 ± 45 (1077, 1270) 868 ± 62 (764, 1026) 665 ± 36 (591, 724) < 0.05 < 0.05 < 0.05 
12 3448 ± 190 (3078, 3817) 2317 ± 178 (1945, 2628) 2607 ± 421 (1811, 3510) < 0.05   




13 744 ± 34 (689, 839) 546 ± 53 (437, 632) 557 ± 55 (441, 636) < 0.05 < 0.05  
14 10520 ± 702 (9177, 12113)   11182 ±1750 (7755, 15063) < 0.05  < 0.05 
 
 
 
